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RESUMO

Introducdo: A doenga renal cronica (DRC) caracteriza-se por multiplas alteracdes
metabolicas e clinicas que levam a alta taxa de morbimortalidade em longo prazo. O disturbio
mineral 6sseo relacionado a DRC ¢ caracterizado por alteracdes laboratoriais, modificagdes
no metabolismo 6sseo e calcificagdes de tecidos nao 6sseos. O tratamento de tal distiarbio ¢é
complexo, e uma das terapias mais comumente utilizada ¢ o uso de substancias quelantes de
fosfato. Existem muitas op¢des de quelantes no mercado, porém ultimamente os quelantes
sem conteudo calcico sao formulagdes de escolha por proporcionar efeito quelante associado
a menor risco de calcificagcdo vascular. Uma nova classe de quelantes ndo calcicos foi
recentemente introduzida com resultados promissores, tendo como elemento quelante
principal o ferro. Um novo polimero de quitosana e ferro foi produzido no Laboratorio de
Quimica da Universidade do Vale do Itajai ¢ demonstrou nos primeiros testes in vivo € in
vitro acao quelante de fosfato em animais com fung¢do renal normal. Objetivos: avaliar a agao
quelante de fosfato do polimero quitosana ferro(III) (QTS-Fe III) em animais com DRC e sua
acdo no metabolismo 6sseo. Métodos: Avaliamos 120 animais, divididos igualmente em 5
grupos: controle, DRC, QTS-Fe III, DRC/QTS-Fe III e DRC/carbonato de calcio
(DRC/CaCO03), ao longo de 7 semanas. A DRC foi induzida por dieta enriquecida com
adenina (0,75% nas primeiras 4 semanas e 0,1% nas 3 semanas seguintes), suplementada com
1% de fosforo. O polimero QTS-Fe III foi administrado na dose de 30mg/kg/dia e 0 CaCO3; na
dose de 500mg/kg/dia, por gavagem, ambos a partir da terceira semana até o final do estudo.
Todos os animais receberam uma dieta suplementada com 1% de fosforo. Oito animais de
cada grupo foram eutanasiados nas semanas 4, 6 ¢ 7 para coleta de sangue, urina ¢ fémur.
Foram avaliados no sangue e urina a fun¢do renal, disturbio mineral e 6sseo e foi feita
histomorfometria para avaliacido da doenca dssea. O grupo DRC apresentou: elevagao
significativa da creatinina em relacdo ao controle (0,47 + 0,25 vs 0,95 = 0,21 mg/dl, p =
0,001), hiperfosfatemia (6,82 + 0,52 vs 10,6 £ 2,49 mg / dl; p = 0,001), elevada fragdo
excretada de fosforo (FeP) (0,2 £ 0,17 vs 0,71 = 0,2; p = 0,0001) e maiores niveis de FGF23
(7,42 £ 1,96 vs. 81,36 = 37,16 pg/ml, p = 0,011). O uso dos quelantes proporcionou reducao
significativa de FeP (Controle: 0,71 = 0,20, DRC/QTS-Fe III: 0,40 + 0,16, DRC/CaCOs: 0,34
+ 0,15, p = 0,001), sem alteracdo do FGF23. A histomorfometria mostrou uma doenga 6ssea
de alta remodelacao nos animais urémicos que nao foi alterada com o uso dos quelantes.
Conclusao: QTS-Fe III reduziu a sobrecarga de fosfato, sem causar alteragdes no nivel sérico
de FGF23 ou no perfil da doenca 6ssea. Estes resultados corroboram para a acdo da QTS-Fe
IIT como um potencial quelante de fosfato ndo calcico.

Palavras-chave: Hiperfosfatemia. Insuficiéncia renal cronica. Distirbio Mineral e Osseo na
Doenga Renal Croénica. Ferro. Quitosana.



ABSTRACT

Introduction: The Chronic Kidney Disease (CKD) is characterized by multiple clinical and
metabolic changes that lead to long-term high rates of morbidity and mortality. The CKD
mineral and bone disorder (CKD-MBD) is characterized by abnormal laboratory results, bone
metabolic variations and soft tissue calcifications. CKD-MBD requires a complex treatment
based on phosphate binders substances. There are many options of phosphate binders
available on market, however calcium-free formulations are preferable in order to provide a
binding phosphate’s effect with lower risk of vascular calcification. A new class of calcium-
free phosphate binders, in which iron is the main binder element, was recently introduced and
has presented promising results. A new polymer of chitosan and iron was developed at
Universidade do Vale do Itajai Chemical’s Laboratory and have shown phosphate’s binder
activity on primary tests in vivo and in vitro tests in animals with normal renal function.
Objective: to evaluate the phosphate chelator effect of the chitosan-Fe III polymer (QTS-Fe
IIT) and its activity in bone metabolism in animals with CKD. We evaluated 120 animals,
divided equally into 5 groups: control, CKD, QTS-Fe I1I, CKD/QTS-Fe III and CKD/Calcium
carbonate (CKD/CaCOs), over 7 weeks. We induced CKD by feeding animals with an
adenine-enriched diet (0.75% in the first 4 weeks and 0.1% in the following 3 weeks)
supplemented with 1% phosphorus. We administered 30mg/kg daily of the QTS-Fe III
polymer and 500mg/kg daily of the CaCO3, by gavage, both from the third week until the end
of the study. Eight animals from each group were submitted to euthanasia at weeks 4, 6 and 7
for collection of blood, urine and femur. By blood and urine tests we evaluated renal function
and bone metabolic disorder, and by bone disease by bone histomorphometry. Results: The
DRC group presented a significant elevation of creatinine in relation to the control (0.47 +
0.25 vs 0.95 £ 0.21 mg / dl, p = 0.001), hyperphosphatemia (6.82 = 0.52 vs 10.6 =+ 2.49
mg/dl; p = 0.001), elevated excreted phosphorus fraction (FeP) (0.2 £0.17 vs 0.71 £0.2; p =
0.0001) and higher FGF23 (7.42 + 1.96 vs. 81.36 + 37.16 pg/ml, p = 0.011). The use of
chelators provided significant reduction of FeP (Control: 0.71 + 0.20, CKD/QTS-Fe III: 0.40
+ 0.16, CKD/CaCOs : 0.34 £ 0.15, p = 0.001), without alteration of FGF23 levels.
Histomorphometry showed a high turnover bone disease in uremic animals that was not
altered with the use of chelators. Conclusion: QTS-Fe III reduced the phosphate overload,
without causing changes in the FGF23 serum level or bone disease profile. These results
corroborate to the QTS-Fe III activity as a potential calcium-free phosphate binder.

Keywords: Hyperphosphatemia. Renal insufficiency, chronic. Chronic Kidney Disease-
Mineral and Bone Disorder. Iron. Chitosan.
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INTRODUCAO:

Ap6s a melhor definicdo dos critérios adotados para o diagnostico da Doenca
Renal Cronica (DRC) pela National Kidney Foundation (K/DOQI, 2002), estudos
epidemiologicos veem mostrando alta prevaléncia desta patologia. No estudo AusDiab foi
observada uma prevaléncia de 12,1% de DRC na populagao (CHADBAN, 2003), resultado
semelhante aos encontrados tanto no estudo NHANES III, que mostrou uma prevaléncia de
11% de DRC na populagdo norte americana (ATKINS, 2005), enquanto estudo chinés que
sugeriu uma prevaléncia similar de 12,1% de DRC (CHEN, 2009). Estes valores se tornam
ainda mais alarmantes quando restringimos a andlise de prevaléncia a populagdo diabética.
Em um estudo espanhol realizado em 2008, foi encontrada uma prevaléncia de 34,6% de
DRC em pacientes diabéticos (LOU ARNAL, 2010), o que refor¢a a relacdo entre a DRC e
outras doengas cronicas como, por exemplo, a diabetes mellitus e a hipertensdo arterial
sistémica (LEVEY, 2005 e CODREANU, 2006).

A alta prevaléncia da DRC, associada a sua relacdo com outras doengas de
elevada mortalidade como a hipertensdo arterial sist€émica e a diabetes mellitus, a coloca
como a 12* maior causa de morte no mundo (NUGENT, 2011). Neste contexto devemos
considerar a presenga de complicagdes inerentes a perda da fungdo renal como a anemia, a
acidose, a hipercalemia, a hiperfosfatemia e o hiperparatireoidismo (HPT). Tais
complicagdes, além de apresentarem elevadas prevaléncias, como por exemplo o HPT que
pode atingir aproximadamente 40% na DRC, contribuem expressivamente para a alta
mortalidade cardiovascular (ARAUJO, 2003; MORANNE, 2009; BHAN, 2010;
HERBERTH, 2010).

O hiperparatireoidismo secundario a doenca renal cronica (HPTS) ¢ caracterizado
pela hiperplasia da glandula paratiredide e elevacao dos niveis do paratormonio (PTH), que
surgem com a progressao da DRC. Sua patogénese estd vinculada, de uma maneira bastante
simplificada, a trés fatores resultantes da reducao da massa renal: deficiéncia da vitamina D,
sobrecarga de fosfato e hipocalcemia. Como consequéncias clinicas surgem a Osteodistrofia
Renal (ODR) e o Disturbio Mineral ¢ Osseo da DRC (DMO-DRC). Com o objetivo de
prevenir ou pelo menos amenizar a evolugao do HPTS, a terapia concentra-se em dois pontos
principais: reposicao de vitamina D e redugdo da sobrecarga do fosfato (MITTMAN, 2010).

Até o momento, muitas sdo as opgdes de terapias que associadas a restricao
dietética, atuam na reducao da sobrecarga de fosfato. Varias classes de medicagdes com

capacidade de adsorcdo de fosfato (quelantes de fosfato) foram e sdo utilizados até o



15

momento: desde o antigo e praticamente proscrito hidroxido de aluminio, passando pelos
compostos a base de calcio: carbonato ou acetato de calcio; chegando as formulagdes mais
recentemente produzidas como o hidrocloreto ou carbonato de sevelamer e o carbonato de
lantanio. Porém, a tendéncia da nao utilizacdo de quelantes a base calcio, devido a relagdo
destes com risco de calcificagdo, levou a comunidade cientifica a procura de novas opcdes
farmacologicas isentas de calcio (MOE, 2003). Neste contexto, estudos recentes apresentam
novas opgoes de quelantes isentos de calcio como aqueles a base de ferro, a goma de mascar a
base de quitosana e um novo complexo ainda em fase de estudo pela Universidade do Vale do
Itajai, no Brasil, constituido de quitosana e ferro (complexo QTS-Fe III) (SAVICA, 2009;
GEISSER, 2010; SCHONINGER, 2010). Este polimero possui boa capacidade de adsorcio
do fosfato tanto in vitro (FAGUNDES, 2011), quanto in vivo, apresentando uma redugao do
fosfato sérico de aproximadamente 30% em animais tratados (BAXTER, 2000; BURGER,
2001). Tais resultados, aliado a baixa liberacdo de ferro deste composto confere uma opg¢ao
atraente para o tratamento da hiperfosfatemia em pacientes com DRC (LOGHAMAN-
ADHAM, 2003; SCHONINGER, 2007).

Deste modo, apesar dos estudos apresentarem até o momento resultados que
sugerem o complexo QTS-Fe III como potencial quelante de fosforo, ndo ha estudo
comprovando seu uso como tal em animais com DRC. Nos propusemos entdo a avaliar os
efeitos do complexo quitosana-ferro sobre 0 DMO-DRC em um modelo experimental de ratos

com DRC.

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Distarbio Mineral/Osseo na DRC:

Até o ano de 2009 apenas a ODR era utilizada para referir-se as alteragdes
advindas do HPTS. Naquele ano o Kidney Disease: Improveming Global Outcomes (KDIGO)
realizou uma reavaliagdo e foram propostos dois termos distintos, a ODR ¢ o DMO-DRC. A
ODR define as alteracdes na histologia dssea encontradas na bidpsia 6ssea. Enquanto que, o
DMO-DRC refere-se a sindrome que engloba as alteragdes clinicas, bioquimicas e Osseas
(remodelacao, mineralizagdo e volume 6sseo), além das calcificagdes extra-dsseas presentes
na DRC (SBN, 2008; KDIGO, 2009).

O DMO-DRC ¢ uma das mais graves complicagdes entre as que acometem o0s

pacientes com DRC (BLOCK, 2004; SBN, 2008; MOE, 2009; MEJIA, 201 1). A prevaléncia
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do DMO-DRC ¢ bastante elevada na populacdo de renais cronicos ja que seu conceito
engloba qualquer alteracao clinica, bioquimica e Ossea, ¢ quando consideramos entdo

pacientes na categoria 5 da DRC pode chegar a 100%. (LEVIN, 2007; CARTER, 2008).

1.1.1 Hiperparatireoidismo secundario a DRC:

O hiperparatireoidismo secundario (HPTS) ¢ caracterizado pela hiperplasia das
glandulas paratiredides, elevados niveis séricos do paratormonio (PTH) e uma doenga dssea
de alto remanejamento. E uma complicagdo frequente nos pacientes em dialise e pode
desenvolver-se cedo no curso da DRC (HRUSKA, 1995; SHERRARD, 1993; SAMPAIO,
2008). Esta associado com um risco aumentado de calcificacao cardiovascular e mortalidade
(GANESH, 2001). Aratjo e cols. observaram que a prevaléncia de HPTS no Brasil elevou-se
de 32,3% na década de 80 para 44% nos anos 90 (ARAUIJO, 2003).

Viarios tém sido os fatores implicados na patogénese do HPTS destacando-se a
retencdo de fosforo e hiperfosfatemia, a deficiéncia de vitamina D, a hipocalcemia, as
anormalidades do receptor sensivel ao calcio (CaR) e do receptor da vitamina D (VDR) das
paratireoides, a resisténcia Ossea a acdo do PTH e, mais recentemente, as fosfatoninas
(HRUSKA, 1995; SILVER, 2002; MARTIN, 2007). E importante enfatizar que, embora
abordados separadamente, estes fatores estdo interrelacionados podendo um ou mais deles
predominar de acordo com o tipo e a fase da DRC.

A hiperestimulagdo cronica do PTH ¢ seguida de proliferagdo das células
paratireoides levando a uma hiperplasia difusa, progressiva e policlonal das glandulas
paratireoides. Subsequentemente, este padrao de crescimento pode se transformar em um tipo
monoclonal benigno, porém mais agressivo, ou policlonal. Nesse caso, as glandulas tornam-se
entdo muito aumentadas exibindo uma hiperplasia nodular, com redugao dos VDR e CaR,
quando comparadas as glandulas difusamente hiperplasicas, promovendo a resisténcia das

paratireoides ao calcitriol e ao calcio. (HRUSKA, 2014).
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7 Filtragdo glomerular Dialise inadequada Aderéncia inadequada: didlise ou dieta
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Figura 1: Fisiopatologia do Disturbio mineral-6sseo na DRC. Adaptado de TONELLI, 2010

1.1.2 Calcio:

Na DRC, os mecanismos fisiologicos para a manuten¢ao da homeostase do calcio
ficam seriamente prejudicados. A diminuigdo da massa renal e outros eventos que serdao
descritos adiante levam a redugdo da sintese de calcitriol, o que diminui a absorg¢ao intestinal
de célcio e leva a hipocalcemia, a qual o organismo tenta compensar langando mao de todos
0s seus mecanismos adaptativos. Ha maior secre¢ao e diminuicao da degradagdo intracelular
do PTH (em minutos), seguida de maiores transcricdo de RNAm e estabilidade dessa proteina
(horas) e, finalmente, aumento da proliferacao celular na paratireoide (dias). Essa proliferacdao
¢ acompanhada de alteracdes cromossomicas evidentes, com diminuicdo da expressao do
receptor de calcio, tornando a glandula ainda menos responsiva ao célcio. Finalmente, a curva
calcio-PTH de um paciente com DRC e HPTS ¢ geralmente desviada para a direita, em que
concentragdes cada vez maiores de célcio serdo necessarias para inibir a secrecao de PTH, até

que esta inibi¢dao nao mais ocorra (MALBERTI, 1999; GOODMAN, 2008).



18

1.1.3 Fésforo:

De maneira semelhante ao calcio, a maior parte do fosforo do corpo humano
encontra-se no esqueleto (85%), no fluido extracelular, sob a forma de fosfato inorganico, e
nos tecidos moles, na forma de ésteres de fosfato. Assim, tanto a concentracao intracelular de
fosforo como a plasmatica sdo baixas. O fosforo participa ndo s6é da composicao do tecido
0sseo, mas também de inumeras reagdes bioquimicas envolvidas em geragdo e transferéncia
de energia (BANSAL, 1990; JORGETTI, 2007; KIELA, 2009).

Embora o PTH seja o hormonio responsavel pela regulacao do calcio sérico, sabe-
se que também exerce seus efeitos na homeostase do foésforo. Quando ocorre hipocalcemia, a
elevacao conseqiiente do PTH também leva a liberacdo de fosforo dos ossos, assim como
eleva a absorcao intestinal deste ion mediada pelo aumento da sintese de calcitriol. No
entanto, niveis elevados de PTH aumentam a excrecao urindria de fosforo, provavelmente
como mecanismo compensatorio para evitar a hiperfosfatemia durante a tentativa de correcdo
de hipocalcemia (KIELA, 2009).

Na DRC, o fosforo tem acao direta e indireta sobre a secre¢ao do PTH. Sua agao
indireta se da por via hipocalcé€mica, pois a retencao de foésforo induz a hipocalcemia através
de mecanismos puramente fisico-quimicos e/ou por inibi¢do da atividade da 1-o-hidroxilase.
Além disso, a hiperfosfatemia, por aumentar a resisténcia 6ssea ao PTH, também leva a
hipocalcemia. A agdo direta ocorre por um aumento na estabilidade do RNAm de PTH e na
proliferagao das células paratireoidianas (SILVER, 2000). Embora o efeito direto do fésforo
sobre a glandula esteja bem estabelecido, at¢ o momento ndo se identificou um receptor
especifico desse mineral nas células paratireoidianas. Outra acdo do fosforo ¢ observada na
hiperfosfatemia, quando ocorre diminui¢ao da expressao dos receptores de calcio e calcitriol
nas células da paratiredide, reduzindo ainda mais a sensibilidade da glandula tanto ao calcio

como ao calcitriol (RODRIGUEZ, 2005; GOODMAN, 2008).

1.1.3.1 Fosforo urinario e Fragao excretada de fosforo:

Em um adulto normal, com taxa de filtacdo glomerular (TFG) de 120 mL/min
(174 L/dia) e concentragao sérica de fosfato de 4,0 mg/dL (40 mg/dL), a carga filtrada de
fosforo ¢ de 40 mg/dL x 174 L/dia = 7.000 mg/dia. Cerca de 88% do fosforo filtrado ¢
absorvido pelos tibulos. Os 12 % excretados na urina, embora constituam uma parcela

minoritaria da carga filtrada, sdo essenciais a excre¢dao de acidos fixos sob a forma de acido
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titulavel. A maior parte dessa absor¢do (60 a 70% da carga filtrada) ocorre no tibulo
proximal, sendo o restante (10 a 20 % da carga filtrada) absorvido nos segmentos distais do
néfron. A medida que sobe a concentragdo plasmatica de fosforo, e portanto sua carga filtrada,
a respectiva taxa de absorc¢ao tubular também se eleva. O mecanismo de absor¢do ¢ no
entanto rapidamente saturado, o que faz com que a carga excretada de fosforo aumente em
proporc¢ao a carga filtrada. O transporte renal de fosforo também ¢ regulado por outros fatores
além da concentracdo sérica, como o paratormonio, o FGF23 e a vitamina D (SUKI, 2015;
REIS, 2002).

Como as mudancas no metabolismo do fosfato ocorrem precocemente na DRC
sem necessariamente cursar com elevacao dos seus niveis séricos, a medida da fracdo de
excrecao urindria de fosforo (FeP) ¢ uma importante ferramenta no diagndstico e manejo de

tal distarbio, seja na populagdo com ou sem DRC (PHELPS, 2015a; PHELPS, 2015b).

1.1.4 Fator de Crescimento Fibroblastico (FGF 23)

O FGF 23 pertence a familia dos fatores de crescimento de fibroblastos e foi
descrito pela primeira vez no ano de 1994 como uma fosfatonina, sendo naquela ocasido
descrito como um fator responsavel pelo transporte tubular de fosforo dependente de sddio
(CAI 1994; ECONS, 1994; MCKEEHAN, 1998; MARTIN, 1998; YAMASHITA, 2000 e
OLIVEIRA, 2010). Ao contrario do PTH, o FGF-23 ndo s6 aumenta a excre¢ao de fosforo
urinario como também reduz a sintese de 1,25(OH) 2D3, levando a um balango negativo de
fosforo (BERNEDT, 2005).

Diversos tecidos expressam o FGF-23, tais como o tecido 6sseo, vasos na medula
Ossea, nucleo talamico ventrolateral, timo e linfonodos (LIU, 2003). A contribuigdo relativa
destes tecidos na expressao do FGF-23 ndo ¢ conhecida, mas os altos niveis de expressao
pelos ostedcitos sugerem que o tecido dsseo € a principal fonte de FGF-23 (LIU, 2007).

O FGF23 esta presente na circulagdo humana em véarias formas principais. A
forma ativa, o FGF23 intacto (iIFGF23), a forma inativa, o C-terminal (cFGF23), ¢ um
fragmento N-terminal (BHATTACHARYYA, 2012; NITTA, 2014). At¢ o momento a
molécula iFGF23 ¢ considerada como a espécie biologicamente ativa em relacdao aos efeitos
diretos sobre o metabolismo do fosfato e da vitamina D, enquanto o fragmento cFGF23
quando elevado demonstrou acdo inibitéria sobre o iFGF23 (GOETZ, 2009). Porém,
permanece em aberto se os produtos de degradacdo do FGF23 poderiam ou ndo exercer

alguma outra atividade biologica (BERNDT, 2007; KURO-O, 2017).
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Ha algum tempo especula-se sobre os mecanismos pelos quais o FGF-23 atuaria
no metabolismo do fosforo na DRC. Assim, a hipdtese de que a sintese de FGF-23 fosse
induzida pela retencdo de fosforo € bastante atraente (FUKAGAWA, 2005). Diversos autores
mostram correlagdes entre os niveis de FGF-23, creatinina, fosforo ¢ PTH séricos em
pacientes com DRC nao-dialitica (WEBER, 2003; LARSSON, 2003; IMANISHI, 2004;
SHIGEMATSU, 2004). Porém devemos considerar que existem diferencas importantes na
forma como o FGF23 ¢ regulado em individuos com fung¢do renal normal e naqueles com
DRC. Como relatado anteriormente, existe uma correlagao clara entre os niveis de fosfato e o
FGF23, porém na fase inicial da DRC os niveis séricos de FGF23 j4 se encontram elevados,
mesmo antes que ocorra a hiperfosfatemia sugerindo que, inicialmente, exista uma regulagao
primaria do fosfato e do PTH pelo FGF23 (ISAKOVA, 2011; GRACIOLLI, 2017). Embora a
perda da depuragdo renal do FGF23 seja uma das justificativas para elevacdo do FGF23
precocemente (LARSSON, 2003), ndo parece elucidar todo o processo. Outros fatores,
comumente presentes na DRC como a inflamacao e a deficiéncia de ferro, podem contribuir
para maior atividade do FGF23 e estdo sendo estudados na atualidade (MENDOZA, 2012;
DAVID, 2017; HONDA, 2017).

Estudos clinicos mostraram associacdo dos niveis elevados de FGF-23 e
progressao de DRC (FLISER, 2007; TITAN, 2009), desenvolvimento de HPTS grave
(NAKANISHI, 2005), hipertrofia de ventriculo esquerdo (GUTIERREZ, 2009) e mortalidade
(GUTIERREZ, 2008). Além dessas possiveis associagdes, o FGF-23 pode também estar
relacionado a calcificagdo vascular (JEAN, 2009a; JEAN, 2009b, CANCELA, 2011),

justificando o importante elo entre 0 DMO/DRC e a mortalidade cardiovascular na DRC.

1.1.5 Paratormonio:

O PTH ¢ um hormodnio fundamental no controle da homeostase do célcio, agindo
direta ou indiretamente em 6rgaos relacionados ao armazenamento, a excrecdo € a absor¢ao
deste ion divalente. Discreta queda dos niveis circulantes de célcio, por exemplo 10%, ¢
suficiente para aumentar a secrecdo de PTH em 200% a 300% (PAULA, 2001; LANNA,
2002).

No tecido 6sseo, o PTH aumenta o nimero e a atividade dos osteoclastos, células
responsaveis pela reabsor¢ao dssea, um dos mecanismos fisiologicos de retirada de célcio do
tecido 0sseo. Essa acdo nao se da diretamente, pois os osteoclastos ndo expressam receptores

para PTH e ndo reagem ao hormonio quando isolados. Os osteoblastos, responsaveis pela
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formacgdo Ossea, sdo as células que realmente respondem ao PTH, produzindo fatores capazes
de estimular os osteoclastos e dessa forma promover a reabsor¢do 6ssea (RIANCHO, 2011;
MATSUO, 2012).

No rim, o PTH aumenta a absor¢ao tubular de calcio. Esse efeito ocorre no tibulo
distal, onde o PTH estimula a reabsor¢ao de calcio através da inser¢ao de canais de cloro
basolaterais, que hiperpolarizam a célula, aumentando a negatividade intracelular e
promovendo o influxo de calcio. O transporte de calcio no interior das células tubulares ¢
facilitado por proteinas como a calbindina, cuja sintese ¢ estimulada pela 1,25 (OH)2D3, a
qual também ¢ estimulada pelo PTH. Além dessa acdao sobre o calcio, o PTH aumenta a
excrecao urinaria de fosforo, atuando sobre o tibulo proximal, inibindo o co-transporte
luminal de sodio e fosforo. (RAINONE, 2011; PENIDO, 2012; QUARLES, 2012; SPIEGEL,
2012; MURRAY, 2013)

Na ultima década, a imagem do PTH como hormonio com acao exclusivamente
catabolica sobre o tecido 6sseo mudou radicalmente, estando claro que este pode promover
tanto formacdo quanto reabsorcdo Ossea. O hiperparatireoidismo primario classico e o
hiperparatireoidismo secundario & DRC s3o dois exemplos tradicionais que indicam que a
exposicao Ossea a niveis constantemente elevados de PTH favorece o catabolismo 6sseo
(PAULA, 2009). Por outro lado, a exposi¢cdo Ossea a niveis elevados de forma intermitente de
PTH, especificamente o paratormonio recombinante humano (hrPTH 1-84) e o peptideo
recombinante humano 1-34 (teriparatida), favorecem o anabolismo. Sendo que desde o inicio
desta década, o PTH passou a ser uma opcao para o tratamento da osteoporose (BORBA,
2010; MISIOROWSKI, 2011).

A remodelagdo Ossea que corresponde ao processo de renovacdao do esqueleto
ocorre nas unidades 6sseas multicelulares, onde pequenas porc¢des de osso velho sdo retiradas
pelos osteoclastos e posteriormente repostas pelos osteoblastos. A atividade de remodelacao
ossea sofre influéncia de fatores genéticos, ambientais e hormonais e, quando em condi¢des
favoraveis, ha equilibrio entre reabsorcdo e formagdo. Diversas evidéncias sugerem que o
efeito anabodlico do PTH depende ndo s6 de sua acdo direta sobre osteoblastos e precursores,
como também da participagdo de fatores de crescimento como o “Insulin-like growth factor”
1 (IGF-I). O estimulo de formagdo envolve tanto o incremento de diferenciacdo de
precursores de osteoblastos, quanto a proliferacdo e a¢ao antiapoptdtica dos osteoblastos. Em
parte, esses efeitos dependem do aumento de expressdo do fator de transcrigdo Runx2, um
elemento-chave no processo de diferenciagdo de osteoblastos. Enquanto isso a elevagdo

mantida de PTH estimula osteoblastos a produzir RANKL e MCP-1, fatores estimuladores da
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osteoclastogénese e da atividade de reabsor¢cdo Ossea realizada por osteoclastos maduros

(PAULA, 2009; RIANCHO, 2011; MATSUO, 2012).

1.1.6 Vitamina D:

A DRC apresenta-se como um grande fator e risco para a redugdo dos niveis
séricos de vitamina D ativa (também conhecida como 1,25(OH)2vitamina D ou calcitriol).
Com a progressao da DRC, a massa dos néfrons em funcionamento ¢ diminuida, o que,
combinado com maior carga de fosfato nos néfrons remanescentes e niveis mais altos de
FGF23, resulta na deficiéncia de conversao nos rins de seus precursores, o ergocalciferol ou
colecalciferol, em vitamina D ativa ou calcitriol (GOODMAN, 2007; HRUSKA, 2014). Uma
vez convertido na forma ativa, o calcitriol sera capaz de exercer suas influéncias biologicas
com impacto sobre o metabolismo mineral e outras funcdes fisiologicas. A baixa produgao de
calcitriol, por sua vez, diminui a absor¢do intestinal de célcio e leva a hipocalcemia, além de
diminuir os niveis dos VDR nos tecidos, em particular, nas células da glandula paratireoide
(NAVEH-MANY, 1999). Como o VDR nas células principais das glandulas paratireoides
suprime a expressdo do mRNA pre-pro-PTH, niveis mais baixos de calcitriol na circulagao,
em conjunto com baixo numero de VDR nos pacientes com DRC, resultam na estimulagdo
tanto da sintese como da secre¢ao do PTH, deflagrando o HPTS com suas consequéncias no

metabolismo 6sseo (SILVER, 1985; HRUSKA, 2014).

1.2 OSTEODISTROFIA RENAL:

A ODR ¢ o termo utilizado para descrever o componente da patologia 6ssea do
DMO/DRC. Omo dito anteriormente nao ¢ caracterizado por uma doenga uniforme, e,
dependendo da contribuigdo relativa dos diferentes fatores patogénicos e de seu tratamento,
varios padrdes da histologia 6ssea sao expressos na DRC (HRUSKA, 2014).

Para avaliagdo e diagnostico definitivo de osteodistrofia renal ha necessidade da
realizagdao da bidpsia Ossea. Os resultados hitomorfométricos, obtidos pela bidpsia o6ssea, sao
reportados seguindo uma nomenclatura recomendada pela American Society for Bone and
Mineral Research (PARFITT, 1987).

A fim de esclarecer a interpretagao dos resultados da bidpsia dssea na avaliagao da
osteodistrofia renal, foi acordado a utilizacdo de trés descritores histoldgicos: turnover,

mineralizagdo e volume do osso (sistema TMV) - com qualquer combinagdo de cada um dos
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descritores possiveis (tabela 1). O esquema de classificagdo TMV fornece uma descrigdo
clinicamente relevante da patologia dssea subjacente, avaliada pela histomorfometria, que por

sua vez ajuda a definir a fisiopatologia e, assim, orientar a terapia.

Tabela 1 . Sistema de classificagdo TMV para a osteodistrofia:

Turnover Mineralizagao Volume
Baixo Normal Baixo
Normal Normal
Alto Anormal Alto

TMV: Turnover/Mineralizagdo/Volume 6sseos

1.2.1 Osteodistrofia de alto turnover: Doenca dssea relacionada ao hiperparatireoidismo

/ Osteite fibrosa / Doenca Mista

O excesso sustentado do paratormdnio resulta em maior turnover 6sseo, sendo
encontrados osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos em abundancia. A atividade osteoblastica
prejudicada resulta em producdo desordenada do colageno e formacdo de ossos
excessivamente esponjosos, conhecidos na literatura como ossos fibrosos ou woven bone. O
acumulo de osteoprogenitores fibroblasticos fora do processo de diferenciacdo osteoblastica
resulta na deposicdo de colageno (fibrose) nos espagos peritrabecular ¢ medular. O
componente nao mineralizado do osso — osteoide — aumenta e a arquitetura tridimensional
normal da osteoide ¢ frequentemente perdida. Fendas osteoides ndo mais apresentam sua
habitual birrefringéncia sob a luz polarizada. Elas produzem um padrao entrecortado tipico
sob a luz polarizada. A taxa de aposicao mineral e o numero de locais ativos de mineralizagao
aumentam, como documentado sob luz fluorescente apds a administragdo de marcadores

fluorescentes (tetraciclina) em determinados intervalos de tempo (PARFITT, 1987).

1.2.2 Osteodistrofia de baixo turnover: Doenca d6ssea adinamica / Osteomalacia

A osteodistofia urémica de baixo turnover ¢ a outra extremidade do espectro da
osteodistrofia renal. O marco histolégico desse distirbio ¢ uma redugdo profunda no turnover
osseo devido ao baixo nimero de locais ativos de remodelacao, supressdao da formagao dssea
e reabsorcdo Ossea. A reabsorcdo Ossea nao ¢ tdo reduzida quanto a formagdo Ossea,
resultando em uma doenga osteopénica de baixo turnover. A maior parte do osso trabecular ¢

coberta por células mucosas, com alguns osteoclastos e osteoblastos, € a estrutura éssea €
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predominantemente lamelar. A extensao das superficies de mineralizagao cai acentuadamente,
sendo geralmente observadas apenas algumas finas marcacdes com tetraciclina. Dois
subgrupos podem ser identificados nesse tipo de osteodistrofia renal, dependendo da causa
dos eventos que levam a uma diminuicao na atividade osteoblastica: doenca dssea adinamica
(DOA) e osteomalacia (PARFITT, 1987).

A osteomalacia de baixo turnover € caracterizada por um acimulo da matriz nao
mineralizada precedido por uma diminui¢do na mineralizagao. Os o0ssos nao mineralizados
representam uma fracdo considerdvel do volume 6sseo trabecular. O aumento no volume
osteoide lamelar ocorre devido a presenca de fendas osteoides largas que cobrem uma grande
parte da superficie trabecular. A presenca ocasional de osso fibroso (woven bone) em meio a
trabéculas indica alto turnover 6sseo pregresso. Quando presentes, os osteoclastos geralmente
sdo vistos dentro do osso trabecular ou na pequena fracdo da superficie trabecular que foi

deixada sem revestimento osteoide.

1.2.3 Osteodistrofia de alto turnover associada a deficiéncia de mineralizacio:

E causada principalmente pelo hiperparatireoidismo e mineralizagdo defeituosa,
com ou sem aumento na formagdo Ossea. Essas caracteristicas podem coexistir em graus
variados em diferentes pacientes. Um incremento no nuimero de sitios heterogéneos de
remodelagdo pode ser observado, em geral aumentando também o niimero de osteoclastos.
Devido aos focos ativos com inumeras células, fendas osteoides entrelacadas e fibrose
peritrabecular coexistem ao lado dos sitios de arranjo lamelar com menor atividade. A maior
producdo de osteoide lamelar ou fibrosa (woven bone) provoca acimulo de ostedide com
espessura normal ou maior das suas respectivas fendas. Embora as superficies ativas de
mineralizagdo aumentem no osso fibroso com maior taxa de mineralizacao ¢ marcag¢ao difusa,
as superficies de mineralizagdo e marcagao difusa, as superficies de mineralizacdo podem

estar reduzidas no osso lamelar com menor taxa de aposi¢ao mineral (PARFITT, 1987).

1.3 MODELO EXPERIMENTAL.:

Devido a complexidade e variadas formas de apresentacdo, para um estudo mais

amplo do DMO hé necessidade do uso de modelos experimentais.

1.3.1 Descri¢ao do modelo:
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Estudo realizado por Yokozawa et al. nas décadas de 70 e 80 utilizando a
suplementagdo com adenina a 0,75% na dieta de ratos por um periodo de 30 dias mostrou
perda progressiva da funcao renal, associada a redu¢ao importante do tamanho renal, depdsito
de cristais na luz tubular e no intersticio. Além destes depositos encontraram também
degeneracao e necrose do epitélio tubular além de fibrose intersticial. Estudo posterior,
utilizando a suplementacdo com adenina por um periodo superior confirmou tais achados
(YOKOZAWA, 1986).

A adenina (vitamina B4) ¢ um importante componente do DNA e RNA, e quando
ingerida por periodos prolongados, produz alteragdes histopatologicas semelhantes aquelas
encontradas na DRC. Embora a real causa de tais alteracdes ndo seja completamente
conhecida, especula-se que os subprodutos formados no metabolismo da adenina sejam os
responsaveis. Quando administrada por via oral ¢ imediatamente metabolizada em 2,8-
dihidroxiadenina, que precipita e forma cristais na superficie do epitélio tubular renal
proximal, em apenas dois dias. O aumento da formacao de tais cristais induz alteragdes
degenerativas do epitélio, com elevagao dos niveis séricos de creatinina e fosfato, além da
queda dos niveis séricos de calcio. A deterioracdo renal e dos parametros bioquimicos podem
ser revertidos parcialmente para niveis normais, se a dieta com adenina for suspensa em até
duas semanas. Entretanto, se a administracdo de adenina for mantida por periodo igual ou
superior a quatro semanas, as lesdes renais e a deterioragdo bioquimica tornam-se

irreversiveis (OKADA, 1999; OGIRIMA, 2006; HEWITSON, 2008).

1.3.2 Hiperparatireoidismo secundario e o modelo animal:

Recentemente o modelo animal utilizando adenina para induzir a DRC ganhou
especial aten¢dao devido a seu desenho relativamente facil associado a boa sobrevida dos
animais (SHOBEIRI, 2010). Este modelo, diferentemente de outros modelos, ndo requer
procedimento cirargico, o que leva a alta taxa de sobrevida ao final do estudo. Outro ponto
positivo seria os altos niveis de creatinina sérica, atingidos apds quatro semanas de
tratamento, podendo chegar a valores de 3,0 a 10,5 vezes aos valores de animais controles. E
ainda a elevagdo importante dos niveis de fosforo sérico (1,2 a 2,6 vezes) com flutuagdo
minima do calcio sérico (SHOBEIRI, 2010).

Falando-se em HPTS neste modelo, a notavel diferenga estaria no tempo

necessario para sua instalacdo e do surgimento das alteragdes dsseas secundarias ao HPTS.
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Em um estudo utilizando ratos nefrectomizados a 5/6, os niveis séricos de PTHi atingiram
300 pg/mL quatro semanas apo6s a cirurgia (SANCHEZ, 2004). Enquanto que, em ratos
utilizando adenina por quatro semanas os niveis de PTHi chegaram a 1500 pg/mL com uma
hiperplasia das glandulas paratiredides, apds seis semanas de estudo, semelhantes ao
experimento utilizando ratos parcialmente nefrectomizados com dieta rica em fosforo por 14
semanas (MILLER, 1998; TAMAGAKI, 2006). Ja a lesdo 6ssea, no mesmo estudo citado
anteriormente, esteve presente com 12 — 14 semanas, comparada com alteragdes histologicas
Osseas compativeis com a ODR encontradas em apenas quatro semanas apos a conversao de
uma dieta suplementada com adenina para dieta normal (MILLER, 1998; TAMAGAKI,
20006).

Diferentemente dos dados relatados por Yokozawa et al, em um estudo piloto
realizado em nosso centro, observamos que os animais apresentaram uma recuperagao parcial
da fung¢do renal apds o periodo de 4 semanas (indu¢cdo da DRC com adenina), o que poderia
comprometer os resultados finais do estudo. Recentemente, Damment et al estudando os
efeitos do carbonato de lantdnio sobre alteracdes Osseas a longo prazo, utilizou o modelo
descrito inicialmente com a introducao de uma dose de manutengdo de adenina a 0,1% apds
trés semanas de adenina a 0,75%. Tal modificacdo proporcionou a manutencdo do nivel da
fungdo renal até o término do experimento com 22 semanas (DAMMENT, 2011). Diante
deste fato, utilizamos a dose de manutengao de 0,1% de adenina para obtermos a manutengao
da DRC, induzida com 4 semanas de adenina a 0,75%, até a sétima semana quando o

experimento foi encerrado.

1.4 QUELANTES DE FOSFORO:

Na linha de tratamento da hiperfosfatemia utilizamoss a restri¢ao dietética para
com alimentos ricos em fosforo e o tratamento de substituicdo da funcdo renal (terapias
dialiticas) (NKF, 2003; BAMMENS, 2003). Assim, na maioria dos pacientes com DRC, os
quelantes de fosforo tem uma importante contribuicdo na tentativa do adequado controle do
fosforo associado a outras medidas farmacoldgicas e nao farmacoldgicas (EMMETT, 2004).

Atualmente, varias sao as classes de produtos quelantes de fosforo, como descrito
na tabela abaixo. Estudos observacionais ou intervencionistas mostram que todos possuem
eficacia na redu¢do do fésforo sérico, sendo entdo a opgdo de escolha relacionada ndo s6 ao
poder quelante, mas também a tolerabilidade, a ocorréncia de eventos adversos e

principalmente ao potencial de redu¢ao da morbidade e mortalidade cardiovascular.
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Tabela 2. Agentes quelantes de fosforo utilizados em pacientes com DRC:

CLASSE AGENTE

Carbonato de célcio
Acetato de calcio
Compostos minerais Citrato de calcio
Hidréxido de magnésio
Carbonato de magnésio
Hidréxido de aluminio
Compostos metalicos Carbonato de lantanio
Sais de ferro
Hidrocloreto de sevelamer

Polimeros nao-absorvidos e resinas
Carbonato de sevelamer

Modificado de Molony, 2011.

O quelante de fosforo ideal seria aquele que possui grande capacidade de ligacao
ao fosforo ingerido na dieta associado a: minima absor¢do sistémica, poucos efeitos
colaterais, facil posologia e baixo custo. Infelizmente, como descrito abaixo, nenhum dos

quelantes de fosforo orais disponiveis atualmente atendem a todos esses critérios.

1.4.1 Sais de Calcio:

Os quelantes de fosforo a base de célcio, carbonato de calcio ou acetato de calcio,
téem sido utilizados por décadas em pacientes submetidos a terapia renal substitutiva
(K/DOQI, 2003; YOUNG, 2005) e ambos parecem ter o poder quelante relativamente
semelhante por grama de calcio administrado (JANSSEN, 1996; K/DOQI, 2003). Sao os
quelantes muito utilizados devido ao seu baixo custo e grande disponibilidade (SAVICA,
2006; TONELLI, 2010). Nao existem estudos controlados com placebo que analisaram o
efeito destes agentes quanto a eventos finais tais como: mortalidade, eventos cardiovasculares,
hospitalizagdo e calcificagdo vascular (KDIGO, 2009). A analise de estudos comparando os
dois componentes principais deste grupo, carbonato de calcio e acetato de calcio, ¢ dificil de
ser realizada, pois a grande maioria dos estudos utiliza formulagdes de variadas origem, além
de se tratar de pequenas amostras. Reconhecendo tais limitagdes, uma meta-analise de ensaios
comparando estes dois sais sugeriu que sao semelhantes no poder de reduzir o foésforo sérico,
sem diferenga no potencial de induzir um evento adverso importante que € a hipercalcemia
(NAVANEETHAN, 2009). Tal evento, possui significado clinico importante, gerando
recentemente orientacdo quanto a reducdo, quando possivel, na prescricao dos quelantes desta

classe, por apresentar risco de potencializacdo da calcificagdao vascular (KDIGO, 2017).
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1.4.2 Sais de Magnésio:

Embora sais de magnésio por via oral sejam utilizados como quelantes de fosforo
por varios anos, poucos dados estdo disponiveis a respeito de sua eficacia e seguranca. Os
niveis de magnésio sérico em pacientes submetidos a terapia dialitica tendem a ser mais
elevados quando comparados a individuos com fungao renal preservada, e a hipermagnesemia
esta associada a uma grave complicacao que ¢ a parada respiratédria. Tal evento pode ocorrer
em decorréncia da ingestao excessiva de magnésio com DRC dialitica (TONELLI, 2010).

Mais recentemente os sais contendo magnésio associado ao acetato ou carbonato
de calcio vem ganhando ateng¢do, principalmente pelo potencial de reducao da fosfatemia
associado a reducdo da calcificagao vascular e influéncia sobre os niveis séricos do FGF23
(SPIEGEL, 2007; TZANAKIS, 2008; TZANAKIS, 2009; COVIC, 2011). Outro agente em
desenvolvimento ¢ o hidroxicarbonato de ferro e magnésio, ainda em estudo e que pode levar

a um bom controle do fosfato sérico com boa tolerancia (McINTYRE, 2009).

1.4.3 Sais de Aluminio:

O hidréxido de aluminio ¢ um agente efetivo como quelante de fosforo de acordo
com resultados clinicos demonstrados desde os meados dos anos 70, quando foi amplamente
utilizado (MOLONY, 2005). Nesta ocasido sua utilizagao seria justificada justamente pelo seu
poder quelante associado ao nao desenvolvimento de hipercalcemia, fato comum aos
quelantes a base de calcio que tinham o potencial de promover a hipercalcemia. O uso foi
baseado em resposta clinica frente a redu¢do da hiperfosfatemia e nao baseado em ensaios
clinicos controlados (MOLONY, 2005). Mais tarde, apos a andlise de séries de casos, seu uso
foi suspenso devido a associagdo entre exposi¢ao cronica aos sais de aluminio por via oral e
varios quadros toxXicos graves como miopatia, anemia microcitica, osteomalacia e deméncia
(ALFREY, 1993; CANNATA-ANDIA, 2002). Atualmente a prescricdo de quelantes a base

de aluminio praticamente nao ¢ realizada, salvo casos isolados e por curto periodo de tempo.

1.4.4 Carbonato de Lantanio:

O carbonato de lantanio pode ser considerado outra substancia efetiva na reducao

dos niveis de fosforo sérico através da reducao da absor¢@o no trato intestinal (MOLONY,
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2011). Estudos in vitro tém demonstrado que o carbonato de lantdnio ¢ um quelante de
fosforo eficaz (AUTISSIER, 2007), bem como estudos em animais e pacientes confirmam sua
eficacia e seguranga (NELSON, 2002; D’HAESE, 2003; HUTCHISON, 2006). Entretanto,
criticas tém sido feitas a qualidade dos estudos que avaliam eventos clinicos na utilizagao do
carbonato de lantanio, além de ndo existir nenhum estudo que tenha mostrado diferenca
significativa entre lantanio e calcio relacionada a fratura Ossea, qualidade de vida e
complicagdes cardiovasculares. Outro dado importante seria o depdsito de lantdnio nos 0ssos
de pacientes tratados por mais de 4,5 anos (CEDAC, 2008). De um modo geral, quando
comparado ao carbonato de célcio possui poder quelante de fosforo semelhante, com alguns
estudos revelando maior taxa de eventos adversos principalmente do trato gastrointestinal. A
vantagem clinica reside nos menores niveis séricos de célcio encontrados nos pacientes em

uso do carbonato de lantanio (FINN, 2006).

1.4.5 Sais de Ferro:

Os quelantes a base de ferro apresentam-se como uma promissora alternativa
dentre as opcdes ja existentes. Apesar da inexisténcia de grandes estudos avaliando tal classe
de quelantes a longo prazo, estudos realizados at¢é o momento sugerem boa efetividade,
seguranca ¢ baixo custo (HERGESELL, 1999; GEISSER, 2010; GUTZWILLER, 2015;
RODBY, 2015). A ac¢ao quelante de fosfato apresentada ¢ semelhante aos outros produtos
existentes at¢ o momento, conforme descrito por HERGESELL e RITZ, onde pacientes com o
diagnodstico de DRC apresentaram uma redugdo de aproximadamente 20% do fosfato sérico
com uso de quelantes a base de ferro com redugao do nimero de comprimidos utilizados
(HERGESELL, 1999; GEISSER, 2010, WUTHRICH, 2013; FLOEGE, 2015). Vdérios
quelantes de fosfato a base de ferro sdao estudados, mas no momento aqueles que apresentam
maiores evidéncias cientificas sdo o citrato férrico e o oxihidroxido sucro-férrico (PA21 -
Velphoro®). O citrato férrico, por proporcionar absor¢cdo de parte do ferro de sua estrutura,
deve ser utilizado em pacientes com DRC que requerem suplementacdo de ferro, em
contrapartida, o PA21 por ndo apresentar absor¢ao de ferro, tem melhor indicagao naqueles
pacientes renais cronicos sem indicacao de suplementagao de ferro (NASTOU, 2014; NEGRI,
2015). Porém, esta nova terapia nao esta isenta de riscos. Recentemente, o relato de casos de
pacientes que desenvolveram elevagdo do FGF23 apds o uso de ferro parenteral como terapia
de suplemento de ferro, deixa em alerta a utilizagdo cronica de medicamentos que

proporcionam elevagdo sérica do ferro (WOLF, 2013; BISHAY, 2017). Outro dado que deve
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ser considerado ¢ a associacdo do citrato férrico com o aumento da absor¢ao de aluminio
intestinal (GUPTA, 2014; NEGRI, 2015). Ambas situagdes podem evoluir com complicacdes

graves, que somente em estudos de longa evolugdo poderam ser elucidados.

1.4.6 Sevelamer:

Sevelamer ¢ um polimero catidnico (polialilamina-hidroclorada) livre de aluminio
e calcio e que se liga ao fosforo (BURKE, 1997). Sua estrutura ¢ constituida por multiplas
aminas intermediadas por moléculas de carbono. Estas aminas se tornam parcialmente
carregadas de prdotons no intestino e interagem com moléculas de anion fosfato através da
carga ¢ da ligacdo com o hidrogénio (BURKE, 1997, CHERTOW, 1997; SESSO, 2003). In
vitro, 1 g de sevelamer liga a 5 mmol de fosforo em pH 7,0. Sevelamer liga-se
preferencialmente a anions trivalentes, como o fosfato e citrato. Também se liga a acidos
biliares ¢ aminoacidos conjugados carregados negativamente, os quais como o fosforo, sao
abundantes no intestino durante as refei¢des. A ligacao do sevelamer com acidos biliares leva
ao aumento da excrecao fecal de acidos biliares e reduz o LDL colesterol. Esta queda no LDL
colesterol ¢ a propriedade farmacologica primaria do sevelamer e representa o efeito
farmacologico adicional na redu¢ao do risco cardiovascular em pacientes com DRC
(WILKES, 1998). Estudos em animais ¢ em humanos demonstram que o sevelamer nao ¢
absorvido (BURKE, 1997; ROSENBAUM, 1997).

Varios autores tém mostrado uma diminuicdo de progressao da taxa de
calcificagdo coronariana em pacientes com DRC dialitica tratados com sevelamer comparados
com pacientes tratados com carbonato ou acetato de calcio (CHERTOW, 2002; O’NEILL,
2010; KAKUTA, 2011). Em estudo realizado com o objetivo de tratar pacientes em dialise ja
com calcificacdo coronariana, o aumento da calcificacao foi de 0% e 6% nas semanas 26 ¢ 52
no grupo tratado com sevelamer comparado a 14% e 25% no mesmo periodo no grupo que
utilizou carbonato ou acetato de célcio. Neste estudo os niveis de fosforo sérico ndo diferiram
ao final do estudo, entretanto, os niveis de calcio sérico foram significativamente menores
para o grupo que utilizou sevelamer (CHERTOW, 2002).

Em um estudo experimental, utilizando o sevelamer em camundongos knockout
para apolipoproteina-E, os autores demonstraram a acao do sevelamer na redugdo tanto da
placa de ateroma quanto da calcificagdo vascular, de forma independente dos niveis de
colesterol. Tal feito possivelmente foi relacionado a sua agdo no metabolismo mineral ou

sobre o estresse oxidativo, ou ainda sobre ambos (PHAN, 2005).
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1.4.7 Quitosana — goma de mascar:

Um grupo de pesquisadores utilizou a quitosana na formulacdo em goma de
mascar entre as refeigdes, associado a terapia convencional com sevelamer no tratamento da
hiperfosfatemia (SAVICA, 2009). A utilizagdao de tal terapia foi baseada em observacao de
estudos anteriores que mostravam altas concentracdes de fosforo na saliva de pacientes com
DRC nao dialitica (SAVICA, 2008) e em hemodialise (SAVICA, 2007), podendo chegar a
cinco vezes a concetragdo sérica. Considerando a ingestdo diaria de 500 a 700 mL de saliva
produzida, grande parte da carga de fosforo ingerida nos periodos entre as refeicdes (ja que os
quelantes habitualmente sao utilizados junto as refeigdes) seria o responsavel, em parte, pela
grande taxa de faléncia nos tratamentos para hiperfosfatemia (SAVICA, 2009). Neste
contexto, os autores conseguiram uma reducdo de aproximadamente 31% dos niveis séricos
de fosforo ao final de duas semanas utilizando a goma de mascar duas vezes ao dia, em
periodos entre as refeicoes (SAVICA, 2009). Porém estudos realizados recentemente nao
foram capazes de reproduzirem tais achados, levando a considerar a reduzida quantidade de
quitosana contida na goma de mascar (20 mg) e o fato da ndo randomizag¢ao do estudo
original, como as possiveis causas dos resultados inicialmente encontrados (BLOCK, 2013;

OH, 2014).

1.5 COMPLEXO QUITOSANA FERRO INSOLUVEL:

1.5.1 Quitina e Quitosana:

Quitina e quitosana sdo polimeros atdxicos, biodegradaveis, biocompativeis e
produzidos por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades vém sendo exploradas em
aplicagdes industriais e tecnologicas ha quase setenta anos (AZEVEDO, 2007). Ambas as
estruturas sao constituidas por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-Dglicopiranose e 2-amino-2-
deoxi-D-glicopiranose unidas por ligacdes glicosidicas P(1—4) entretanto os polimeros
diferem quanto a proporcao relativa dessas unidades e quanto a solubilidade. Na estrutura da
quitina, que ¢ insoluvel na maioria dos solventes testados, predominam unidades de 2-
acetamido-2-deoxi-Dglicopiranose enquanto que quitosana, que ¢ predominantemente
formada por unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, ¢ solivel em solugdes aquosas

diluidas de &cidos organicos e inorganicos (MATHUR, 1990; AZEVEDO, 2007).
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A quitina ¢ separada de outros componentes da carapaga de crusticeos por um
processo quimico que envolve as etapas de desmineralizagao e desproteinizacao das carapacas
com solugdes diluidas de HCl e NaOH, seguida de descoloragdo com KMnO4 e acido
oxalico, por exemplo. A quitina obtida, o biopolimero contendo grupos acetil (NHCOCH3), ¢
desacetilada com solu¢ao concentrada de NaOH, produzindo assim a quitosana que ¢ um
produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel (AZEVEDO, 2007; ODILIO,
2008).

A quitosana ¢ considerada um biopolimero do tipo polissacarideo, e possui uma
estrutura molecular quimicamente similar a fibra vegetal chamada celulose, diferenciando-se
somente nos grupos funcionais. A figura 2 mostra a comparacao das estruturas moleculares da
celulose e da quitosana, onde os grupos hidroxila (OH) estdo dispostos na estrutura geral do
carboidrato para a celulose e grupos amino (NH2) para a quitosana. E solavel em meio acido
diluido, formando um polimero catidnico, com a protonacao (adicdo de prétons) do grupo
amino (NH3+), que confere propriedades especiais diferenciadas em relagdo as fibras vegetais
(RAVI KUMAR, 2000).

Devido a alta densidade de cargas positivas do polimero, a quitosana atrai e se
liga aos lipideos como uma “esponja”. Em um ambiente 4cido como o estdbmago, a quitosana
adsorve as gorduras durante a digestao, formando uma esponja de gordura, de baixa digestao.
No intestino, um ambiente basico, a “esponja” de gordura ¢ solidificada e eliminada pelas
fezes, sem ser absorvida pelo organismo. Além da reducao da absor¢ao intestinal de gorduras,
apresenta a capacidade de modulagdo da leptina e proteina C reativa em modelos animais,
sugerindo um papel auxiliar no tratamento da obesidade (ZHANG,2012; WALSH, 2013).
Porém, em recente metanalise seus resultados quanto a diminui¢do na reabsorcao intestinal de
gordura e reducdo de peso devem ser analisados com cautela em estudos com seres humanos
(RIOS-HOYO, 2016).

Durante o curso de desacetilagao alcalina, parte das ligagdes N-acetil do polimero
sao rompidas com formagdo de unidades de D-Glicosamina que contém um grupo aminico
livre. Entretanto, a quitosana nao ¢ uma unidade quimica uniforme, mas um grupo de
polimeros parcialmente desacetilados, dos quais, os que apresentam grau de desacetilacao
acima de 30%, j& podem ser considerados como quitosana, sendo que as aplicagcdes e
caracteristicas do polimero dependem fundamentalmente do grau de desacetilagdo e do
tamanho da cadeia do polimero. Industrialmente, ¢ importante um rigido controle das
condigdes reacionais para que se obtenha um polimero de cadeia longa e com grau de

desacetilagio na faixa desejada (AZEVEDO, 2007; ODILIO, 2008).
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Outra propriedade importante da quitosana ¢ a sua capacidade de formar
complexos com varios ions metalicos, sendo, desse modo util na quelacao de ferro, cobre e
mangnésio, possibilitando sua utilizacdo para remover ions de metais pesados toxicos, tais

como prata, cadmio, merctrio, chumbo, niquel e cromo (CRAVEIRO, 1999).

M on

(c) Quitosana

Figura 2: Comparagdo das estruturas moleculares da celulose, quitina e quitosana. (AZEVEDO, 2007)

As aplicagdes e a produgdo industrial da quitosana experimentaram um elevado
crescimento a partir da década de 70. No Japao, a producdo de quitosana cresceu 37%, ao ano,
entre 1978 e 1983. Atualmente, as maiores aplicacdes da quitosana estdo centralizadas na
purificacdo de agua, no processamento de alimentos e na quelacdo de ions metalicos. A
tendéncia atual, para aplicagdes industriais, ¢ para produtos com alto valor tecnologico
agregado, como cosméticos, agentes de liberacdo de farmacos no organismo, aditivos
alimentares, membranas semipermeaveis e produtos farmacéuticos. Ainda tem sido relatado o
grande potencial da quitosana em biotecnologia, podendo ela ser utilizada na forma de flocos,
gel ou membrana na imobilizacao de células em meios de cultura (CRAVEIRO, 1999).

Um resumo das aplicagdes da quitosana esta contido na tabela 3.

Tabela 3 : Principais aplicagdes da quitina e da quitosana.
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Purificacao de dgua residual de industrias
Estabilizantes de gorduras em preparagdes de alimentos
Estabilizantes de aromas

Meio de troca i6nica

Aditivos de cosméticos e xampus

Absorvente na remog¢ao de metais pesados

Prote¢ao bactericida de sementes

Estabilizante de frutas e verduras pereciveis

Agente imobilizante de microrganismos

Fonte: CRAVEIRO, 1999.

1.5.2 Complexo Quitosana-Ferro:

A quitosana, uma vez complexada com a forma ferrosa (II) (QTS-Fe II), tem a
capacidade de adsorver fésforo in vitro, sendo mais vantajosa quando comparada com o
sulfato basico de ferro. Esses efeitos da quitosana Fe (II) podem ser atribuidos a
insolubilidade devido a formagao do complexo QTS-Fe II (JING, 1992).

Fagundes e Rodrigues mostraram que a quitosana complexada com o ferro (III) e
passando por processo de reticulagdo (QTS-Fe III-R ou QTS-Fe III insoluvel), apresenta
vantagens quando comparada com a QTS-Fe II, principalmente pela maior capacidade de
adsor¢ao de fosfato. Estudos estes conduzidos em solucdes aquosas diluidas de fosfato
(FAGUNDES, 2001).

O uso do polimero QTS-Fe III reticulada na adsorcao de fosfato in vitro e in vivo
foi demonstrado por Biirger et al. In vitro, a capacidade de adsor¢ao do complexo foi de 23,6
mg de fosfato por grama de polimero e aproximadamente 16% do ferro se dissociou do
complexo. Experimentos in vivo mostraram o efeito da administragdo do complexo em
animais hiperfosfatémicos. A redugdo do fosfato sérico foi de 32,7% nos animais tratados
com o complexo (BURGER, 2001). Baxter et al. testaram também a QTS-Fe III em animais
alimentados com racdo enriquecida com fosforo e também obtiveram reducao dos niveis
séricos do mesmo (BAXTER, 2000). A baixa liberagao de ferro deste composto confere uma
op¢ao para o tratamento da hiperfosfatemia em pacientes com DRC (LOGHAMAN-
ADHAM, 2003). Os primeiros estudos toxicoldgicos utilizando o polimero QTS-Fe III
soluvel durante 30 dias, demonstraram alteragdes em alguns parametros bioquimicos além de
deposicao de ferro em 6rgados dos animais tratados (PIAZZA, 2001). Posteriormente, dando
continuidade aos ensaios experimentais, o mesmo centro de pesquisa avaliou o efeito

toxicolégico do complexo QTS-Fe III soltivel administrado cronicamente (90 dias). Os
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resultados revelaram auséncia de alteragdes quanto: ao estado comportamental, ganho de
peso, parametros bioquimicos e hematologicos, além de ndo apresentarem alteragdes
significativas quanto a deposi¢do de ferro nos 6rgaos, demonstrando a seguranca do polimero
(VALCARENGHLI, 2006).

Mais recentemente, Schoninger avaliou os efeitos do complexo QTS-Fe III
soluvel e insoluvel em um modelo experimental de diabetes mellitus. Neste experimento o
autor utilizou o complexo tanto por via oral (gavagem) quanto administrado junto a ragao de
uso diario e concluiu que: tanto o polimero soliivel quanto o insolivel (quando administrados
oralmente) foram capazes de adsorver o fosforo, porém quando adicionado a ragao somente o
complexo insoluvel foi capaz de reduzir os niveis séricos de fosforo. Quanto aos niveis de
ferro sérico houve estabilidade do polimero, nao liberando o ferro para a circulagdo
(SCHONINGER, 2007). Vale ressaltar que neste estudo o aloxano, apesar de proporcionar
elevacdo dos niveis glicémicos dos animais, nao levou a alteragdo significativa da fungao
renal.

Deste modo, apesar dos estudos apresentarem até o momento resultados que
sugerem o complexo QTS-Fe III como potencial quelante de fosforo, ndo ha estudo

comprovando seu uso como tal em animais com DRC.
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O DMO/DRC ¢ complicagdo frequente e associada a desfechos cardiovasculartes.
Seu tratamento ¢ complexo, e a terapia mais utilizada ¢ baseada no uso de substancias
quelantes de fosfato. Existem opg¢odes de quelantes no mercado, porém com limitagdes em
relagdo aos efeitos colaterais, principalmente a calcificacao de tecidos moles e vascular, e ao
custo elevado. O estudo de quelantes livres de calcio, tendo como elemento quelante principal
o ferro, sdo promissores na busca de formulagdes de escolha por proporcionar efeito quelante
associado a menor risco de calcificacdo vascular, apesar de ndo apresentar com clareza suas

interacoes com o FGF23 e com os achados da histologia 6ssea.
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3 HIPOTESES:

O polimero QTS-Fe III insoluvel tem poder adsorvente (quelante) sobre o fosfato
quando administrado por via oral em ratos com DRC.

O polimero QTS-Fe III insoltivel quando administrado por via oral em ratos com
DRC possui agao semelhante ao carbonato de célcio quanto: poder quelante de fosfato e

achados histoldgicos 6sseos.



38

4 OBJETIVOS:

Primario:
Avaliar o efeito quelante de fosfato do polimero QTS-Fe III insolavel
administrado por via oral em ratos Wistar com DRC induzida por adenina.
Secundarios:
Comparar o efeito quelante de fosfato entre QTS-Fe III insolivel e o Carbonato
de Calcio;
Avaliar o efeito dos quelantes de fosfato: QTS-Fe III insoltivel e Carbonato de
Célcio sobre o FGF23.
Avaliar o efeito dos quelantes de fosfato: QTS-Fe III insoltivel e Carbonato de

Calcio sobre a ODR.
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5 MATERIAL E METODOS:

5.1 ANIMAIS:

Foram utilizados 120 ratos (Rathus norvegicus) da linhagem Wistar, com oito a
doze semanas de idade e com pesos corporais de aproximadamente 250 gramas, obtidos da
colonia do Centro de Biologia da Reproducao (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF).

O alojamento dos animais no biotério do CBR-UFJF ¢ provido de estantes
climatizadas (temperatura e umidade controladas e fluxo de ar constantemente renovado). A
iluminacdo ¢ mista combinando luz natural e lampadas incandescentes, sendo estas
controladas automaticamente para oferecer um fotoperiodo de 12h de luz e 12h de escuro.
Tais condi¢des estdo de acordo com as diretrizes para a utilizagdo de animais em pesquisas
cientificas e atividades didaticas, que visa manejar com respeito ¢ de forma adequada a
espécie, sendo as necessidades de transporte, alojamento, condigdes ambientais, nutri¢ao e
cuidados veterinarios atendidos (RODRIGUES, 2009). Os animais foram mantidos em
gaiolas de polipropileno, providas de camas de maravalha selecionada, mamadeira para agua
filtrada e cocho para racao e alojados em estantes climatizadas (Alesco Industria e comércio
Ltda., Monte Mor, Brasil). A agua e a ragdo foram oferecidas ad libitum e a temperatura
ambiente mantida ao redor de 22°C, com iluminagcdo mista — luz natural e lampadas
fluorescentes — controladas automaticamente para acenderem as 6h e apagarem as 18h.

Os procedimentos necessarios para a realizagao do trabalho estdo de acordo com a
lei federal 11.794 de 08 de outubro de 2008 e com a regulamenta¢ao do Conselho Nacional do
Controle Experimentagio Animal e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Juiz de Fora, conforme protocolo n°® 031/2013.

A DRC foi induzida através da adi¢cao da adenina a 0,75% durante quatro semanas
(fase de inducdo da DRC) seguida de 0,1% por mais trés semanas )fase de manutencdo da
DRC). A ragao foi produzida em um tnico lote (PragSolugdes S.A., Jau, SP, Brasil), com

formulacao descrita no quadro abaixo:

Proteina bruta 22,0 % Matéria Mineral 8,0 %
Extrato etéreo 4.0 % Calcio 0,7 %
Fibra bruta 6,0 % Foésforo 1,0 %

Fonte: PragSolugdes Biociéncias, 2011
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Os animais foram randomicamente divididos em 05 grupos (figura 3):

Dieta com 1% de fésforo

Controle

Agua destilada

Controle
QTS-Fe 11l 30 mg/kg/dia

Adenina 0.1%
Agua destilada

Adenina 0.75%

Adenina 0.75% Adenina 0.1%

QTS-Fe 11l 30 mg/kg/dia

Adenina 0.1%
CaCO, 500 mg/Kg/dia

Adenina 0.75%

Controle (n=24)

QTS (n=24)

DRC (n=24)

DRC-QTS (n=24)

DRC/CaCOj, (n=24)

I I
3 4 6

5
Cd

N —

Semanas

Figura 3: desenho do estudo (QTS: Quitosana; DRC: Doenga Renal Cronica; CaCO3: Carbonato de

Calcio).

CONTROLE (n=24): Os ratos receberam rac¢ao padrao e nenhum tipo de tratamento, somente

receberam 1ml/150g de 4gua destilada a partir da terceira semana do estudo. Foram realizadas

eutanasias de 8 animais apoOs a quarta, sexta e sétima semanas.

QTS (n=24): Neste grupo, os animais receberam ragdo padrao e foram tratados com QTS-

Fe(Ill) insoluvel a partir da terceira semana do estudo. Foram realizadas eutanésias de 8

animais ap0s a quarta, sexta ¢ sétima semanas.

DRC (n=24): Os animais foram submetidos a indu¢ao da DRC conforme descrito € ndo foram

tratados, somente receberam 1ml/100g de dgua destilada a partir da terceira semana do estudo.

Foram realizadas eutandsias de 8 animais apds a quarta, sexta e sétima semanas.
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DRC-QTS (n=24): Neste grupo os animais foram submetidos a indu¢do da DRC conforme
descrito e foram tratados com QTS-Fe(Ill) insoluvel a partir da terceira semana do estudo.

Foram realizadas eutandsias de 8 animais apds a quarta, sexta e sétima semanas.

DRC-CaCO3 (n=24): Neste grupo os animais foram submetidos a indu¢do da DRC conforme
descrito e foram tratados com CaCO3 a partir da terceira semana do estudo. Foram realizadas

eutanasias de 8 animais apoOs a quarta, sexta e sétima semanas.

As eutanadsias foram realizadas nas semanas 4, 6 ¢ 7 com o objetivo de
acompanhar e comprovar a evolucao da DRC e suas consequéncias metabolicas.

Durante o experimento foram avaliados semanalmente o consumo de racdo e¢ as medidas de
peso.

Foram realizadas aplicagdes intraperitoneais de oxitetraciclina (Terramicina®;
Pfizer Animal Health, Nova lorque, NY, EUA) na dose de 30 mg/kg nos dias 11°, 12° ¢ 4°, 5°,
respectivamente, que antecederam a data da eutanasia. A administracdo de oxitetraciclina foi
utilizada para marcagdo dssea e analise de formacao Ossea.

No dia anterior as eutanasias, os animais foram mantidos em gaiolas metabolicas,
onde foi mensurado o volume total de diurese através da coleta de urina durante 24 horas.
Antes da coleta de sangue os animais foram pesados e anestesiados com a associacdo de
xilazina (Konig S.A, Avellaneda, Argentina) na dose de 10mg/kg e cetamina (Konig S.A,
Avellaneda, Argentina) na dose de 90mg/kg, aplicados por via intraperitoneal. Foi realizada
punc¢do cardiaca para obtencao de sangue e em seguida os animais foram eutanasiados por
ruptura do diafragma (WOLFENSOHN; LLOYD, 1994).

As amostras de urina foram centrifugadas a 3.000rpm durante 10 minutos em
centrifuga refrigerada automatica (Sorvall, Suwanee, EUA). O sangue também foi
centrifugado sob as mesmas condigdes para separagdo do soro. Ambas as amostras foram
acondicionadas em tubos criogénicos sob refrigeracdo a -80°C em ultra freezer vertical
(Thermo Scientific, Suwanee, EUA) e posteriormente analisado. Uma amostra de sangue foi
destinada ao hemograma completo.

Os fémures esquerdos foram retirados e fixados inicialmente em alcool a 70%

para posterior processamento, como descrito a diante.

5.3 TRATAMENTO COM QUELANTES DE FOSFATO:
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A administracdo dos quelantes de fosfato foi iniciada apds a terceira semana de
experimento conforme desenho do estudo (figura 4), uma vez ao dia por via intragastrica. Os
animais dos grupos CONTROLE e DRC receberam diariamente 1mL de agua destilada para
cada 100 g de peso.

5.3.1 Polimero QTS-Fe III insolivel:

O polimero Quitosana ferro III insoluvel foi preparado de acordo com o método
descrito na literatura por Fagundes et al (FAGUNDES, 2001) e Biirger et al (BURGER,
2001), proveniente da quitosana comercial (Quitosana Purifarma ®).

A quitosana comercial foi dissolvida em uma solucao aquosa de Fe(NO3)3 0,1 M
por 4 horas, resultando um precipitado de cor laranja depois da adi¢dao de acetona. O so6lido
foi filtrado e lavado com acetona para remover o excesso de Fe(NO3)3 e finalmente secado a
vacuo. Apds o preparo, foi determinada a quantidade de ferro espectrofotometricamente
utilizando a 1,10-fenantrolina como agente cromo6foro (FAGUNDES, 2001).

A reacao de reticulacdo da QTS-Fe III soluvel, tornando-a insoluvel, foi realizada
através da agitagdo de uma solugdo de glutaraldeido 15% (15 mL de glutaraldeido com 85 mL
de acetona) com o polimero por um periodo de 12 horas. Posteriormente, o solido foi
separado através de filtracao a vacuo e lavado com acetona e dgua destilada para remogao do
excesso de glutaraldeido, garantindo a insolubilidade do material preparado em 4agua ou acido
(FAGUNDES, 2001).

Todo o procedimento de obtencdo do polimero foi realizado no Laboratorio de
Quimica da Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI, Itajai, SC, Brasil).

A concentracdo de Ferro neste polimero foi de 80 mg de ferro/g de polimero. A
droga foi suspensa em agua destilada, na concentracao de Smg/ml, e administrada na dose de

30mg/kg/dia (SCHONINGER, 2007).

5.3.2 Carbonato de calcio:

De acordo com o desenho do estudo, o grupo de animais que utilizaram o
Carbonato de célcio (Os-cal®, 500 mg/comp, Sanofi, Sao Paulo, SP, Brasil), receberam a
droga na dose de 500mg/Kg/dia pelo método de gavagem. O comprimido foi triturado e

suspenso em agua destilada, na concentracao de 60mg/mL.
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5.4 PARAMETROS AVALIADOS

5.4.1 Peso

A avaliagdo das alteragdes de peso dos animais foi realizada registrando-se o peso
(g), em balanca analitica (Bel Equipamentos Analiticos Ltda., Piracicaba, Brasil), de cada

animal uma vez por semana.

5.4.2 Avaliacdes no soro e urina

Foram realizados os testes para dosagens de creatinina sérica e urinaria
(Creatinina K), fosforo sérico e urinario (Fosforo UV Liquiform), calcio sérico total (Calcio
Liquiform), ferro sérico (Fe Liquiform) e fosfatase alcalina (Fosfatase alcalina Liquiform)
(Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, Brasil). O equipamento utilizado para tais analises foi
o analisador automatico Labmax Progress (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, Brasil).

Além disso, foram realizadas as dosagens de PTH (Rat Intact PTH ELISA Kit,
Immutopics, San Clement, EUA) e FGF-23 (FGF-23 ELISA Kit, Cloud-Clone Corp.,
Houston, EUA) no soro dos animais pela técnica de ELISA (R&D Systems, Minneapolis,
EUA).

Uma amostra de 1mL de sangue total de cada animal foi coletada em tubos
contendo EDTA 1% e processada imediatamente apds a coleta avaliando os seguintes
parametros: hematimetria, hematécrito, hemoglobina. O hemograma foi processado em

aparelho contador automatico Poch100ivDiff (Sysmex, Kobe, Japao).

5.4.3 Funcao renal

A fungao renal foi avaliada pela depuracao da creatinina (Clcr), calculada pela diferenga entre
o produto da creatinina urindria ¢ o fluxo urinario de 24 horas, divididos pelo valor da
creatinina sérica. Os valores do Clcr foram expressos em ml/min:

Clcr = creatinina urinaria (mg/dl) x fluxo urinario (ml/min)

creatinina sérica (mg/dl)

5.4.4 Eficiéncia quelante
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A eficiéncia do quelante foi mensurada pelas dosagens de fosforo sérico e pela
estimativa da fra¢ao de excrecdo urinaria de fosforo (FeP).

A FeP foi estimada pela seguinte formula:

FeP% = (f6sforo urinario (mg/dL) x creatinina sérica (mg/dL)) x100

fosforo sérico (mg/dL) x creatinina urindria (mg/dL)

5.4.5 Histomorfometria ossea

Os fémures esquerdos extraidos foram submetidos ao processamento como

descrito a seguir (GOUVEIA, 1997):

A. Fixagao, desidratagdo e penetragdo pela resina:

Os fragmentos foram fixados em etanol 70% e processados conforme as seguintes etapas:
Permanéncia no etanol a 70% por 6 dias

Permanéncia no etanol a 100% por 6 dias

Permanéncia no tolueno por 2 dias

Permanéncia na solucdo A (metilmetacrilato 75% + dibutilftalato 25%) por 7 dias
Permanéncia na solucdo A + peroxido de benzoila a 1% por 7 dias

Permanéncia na solucdo A + peroxido de benzoila a 2% por 7 dias

B. Inclusao:

A inclusao foi feita numa "pré-base", ou seja num frasco de 20 ml com tampa,
com cerca de 5 ml de Solugdo 2 % ja polimerizada (esta solugdo polimeriza em estufa a 37 °
C). O material foi adicionado nesta "pré-base" a seguir, complementado com mais Solugado 2

%. O endurecimento do bloco ocorreu ap6s 48 h na estufa a 37°C.

C. Preparacao do bloco:
O frasco de 20 ml onde foi feita a inclusdo, serviu somente como molde. Com
auxilio de uma serra o bloco foi moldado em uma forma retangular. A seguir foi lixado e

identificado, estando pronto para microtomia.

D. Microtomia
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De cada bloco foram obtidos 12 cortes histologicos de 5 pm distribuidos em 6
laminas com dois cortes em cada uma, corados com Azul de Toluidina 0,1% (pH 6,4) para
analise histologica. Foram obtidos também 2 cortes histologicos de 10 um, distribuidos em 2
laminas, com um corte em cada uma, ndo corados, para analise das marcagdes pela
tetraciclina, empregando-se uma fonte de luz ultravioleta. Todos os cortes foram obtidos em
microtomo de impacto JUNG Policut S (Leika, Heidelberg, Alemanha) e com navalha de

tungsténio.

5.4.5.1 Analise do tecido 6sseo

Os parametros estruturais, estaticos e dindmicos de formacao e reabsor¢ao Ossea
foram analisados na metafise distal (ampliacao 250x) a 195 um da cartilagem de crescimento,
num total de 30 campos, usando um analisador de imagem semi-automatico (Osteometas,
Osteometrics, Atlanta, GA, EUA).

Os parametros estruturais incluiram:

Volume trabecular (BV/TV, %), que ¢ volume ocupado pelo osso trabecular, mineralizado ou
nao, expresso como porcentagem do volume ocupado pela medula e trabéculas dsseas;
Numero de trabéculas (Tb.N, um): nimero de trabéculas 6sseas por milimetro de tecido;
Espessura trabecular (Tb.Th, um): espessura das trabéculas Osseas.

Os indices de formacgao d6ssea incluiram:

Espessura ostedide (O.Th, um): espessura do osso nao mineralizado (ostedide);

Superficie ostedide (OS/BS, %): porcentagem da superficie trabecular total recoberta por
matriz osteoide;

Superficie osteoblastica (Ob.S/BS, %): porcentagem da superficie trabecular total que
apresenta osteoblastos;

Superficie de mineralizante (MS/BS, %): porcentagem da superficie trabecular que apresenta
dupla marcacgao pela tetraciclina;

Taxa de aposi¢ao mineral (MAR, um/dia): distancia média de 4 medidas entre as 2 marcacdes
com tetraciclina, dividida pelo intervalo de tempo entre a administracdo das duas doses de
tetraciclina.

Utilizando a relagdo (MAR x MS/BS) foi calculada a taxa de formagao dssea (BFR/BS,
um3/um2/dia ): volume de osso novo mineralizado, formado por unidade de superficie
trabecular e por unidade de tempo.

Os indices de reabsor¢ao 0ssea incluiram:
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Superficie de reabsor¢do (ES/BS, %): porcentagem da superficie trabecular que apresenta
lacunas de reabsor¢ao com a presenca ou nao de osteoclastos;

Superficie osteoclastica (Oc.S/BS, %): porcentagem da superficie trabecular total que
apresenta osteoclastos.

Os indices histomorfométricos foram apresentados segundo a nomenclatura
recomendada pela American Society of Bone and Mineral Research-ASBMR (DEMPSTER,
2013).

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Investigacdo Médica — 16
(LIM/16) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(HCFMUSP, Sao Paulo, SP, Brasil).

5.5 ANALISE ESTATISTICA:

Os resultados sdo apresentados como média = DP ou mediana (min-max). As
comparagoes entre os grupos foram feitas utilizando o teste-t para dois grupos e Anova (post-
hoc Bonferroni) para mais de dois grupos, quando estes apresentavam distribuicao normal. E
Mann-Whitney para dois grupos e Kruskal-Wallis para mais de dois grupos, quando
apresentavam distribuicao ndo normal. Os valores com p<0,05 foram considerados como
estatisticamente significantes. Utilizamos o programa IBM SPSS Statistics 21 (SPSS Inc.,
Chicago, USA) para todas as analises.
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6 RESULTADOS:

Os resultados serdo apresentados na forma de dois artigos.
* Artigo 1: Chitosan-Fe (III) complex as a phosphate chelator in uremic rats: a novel
treatment option.
Submetido e aceito para publicagdo na revista: Basic & Clinical Pharmacolgy and
Toxicology.
* Artigo 2: Acdo de quelante a base de ferro sobre o FGF23 e a doenga 6ssea em ratos

urémicos.

Resultados parciais foram apresentados nos seguintes eventos:

XXVII Congresso Brasileiro de Nefrologia — 2014:

Poster:

Novo quelante de fosforo e sua agdo na calcificagdo vascular em um modelo experimental de
doenca renal cronica — Estudo piloto

Modelo experimental de uremia com calcificagdo vascular por adi¢ao de adenina e alto teor

de fosforo na dieta.

11° Congresso Mineiro de Nefrologia - 2015:
Poster:
Caracterizacao laboratorial do disturbio mineral-6sseo em modelo animal de Doenca Renal

Cronica.

XXVII Congresso Brasileiro de Nefrologia — 2016:
Poster:

Radiografia digital na avaliacdo da densidade 6ssea em ratos urémicos.

12* Congresso Mineiro de Nefrologia — 2017:
Apresentacdo oral:

Ac¢do de quelante a base de ferro sobre o0 FGF23 e doenga 6ssea em ratos urémicos.
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6.1 Artigo 1:

Chitosan-Fe (IIT) complex as a phosphate chelator in uremic rats: a novel treatment option

Abstract

Phosphate retention and hyperphosphatemia are associated with increased
mortality in chronic kidney disease (CKD) patients. We tested the CH-FeCl as a potential
phosphate chelator in rats with CKD. We evaluated 96 animals, divided equally into 4 groups
(control, CKD, CH-FeCl and CKD/CH-FeCl), over 7 weeks. We induced CKD by feeding
animals with an adenine-enriched diet (0.75% in the first 4 weeks and 0.1% in the following 3
weeks). We administered 30mg/kg daily of the test polymer, by gavage, from the third week
until the end of the study. All animals received a diet supplemented with 1% phosphorus.
Uremia was confirmed by the increase in serum creatinine in week 4 (36.24 + 18.56 vs 144.98
+ 22.1 mmol/L; p=0.0001) and week 7 (41.55 £ 22.1 vs 83.98 + 18.56 mmol/L; p=0.001) in
CKD animals. Rats from the CKD group treated with CH-FeCl had a 54.5% reduction in
serum phosphate (6.10 + 2.23 vs 2.78 &+ 0.55 mg/dL) compared to a reduction of 25.6% in the
untreated CKD group (4.75 = 1.45 vs 3.52 £ 0.74 mmol/L, p=0.021), between week 4 and
week 7. At week 7, renal function in both CKD groups was similar (serum creatinine: 83.98 +
18.56 vs 83.10 = 23.87 mmol/L, p = 0.888), but CH-FeCl-treated rats had a reduction in
phosphate overload measured by fraction phosphate excretion (FEPi) (0.71 + 0.2 vs 0.4 +
0.16, p=0.006) compared to the untreated CKD group. Our study demonstrated that CH-FeCl

had an efficient chelating action on phosphate.

Introduction

Approximately 70% of patients with chronic kidney disease (CKD) have impaired
phosphorus metabolism, which contributes to high cardiovascular mortality in this population
[1, 2]. As kidney dysfunction progresses and renal phosphate excretion is affected, fractional
excretion of phosphate (FEPi) and fibroblast growth factor 23 (FGF23) increase at early
phases of CKD and phosphatemia and parathyroid hormone (PTH) at advanced stages, which
are recognized as the most commonly associated changes in bone—mineral disorder associated
with CKD (CKD-MBD) [3-6]. Current treatment aims to reduce the phosphate overload
through diet restriction and the use of substances with phosphate chelating power in the

intestinal tract [4, 7]. Calcium-based phosphate chelators, although widely used, have been
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progressively replaced by non-calcium chelators, such as sevelamer and lanthanum, due to
their increased risk of vascular calcification [8-13]. Recently, the emergence of new options,
such as iron-based chelators, i.e. ferric citrate and succroferric oxidation (PA21), increase the
treatment options for CKD-MBD [14-17].

A new insoluble complex of chitosan and iron (III) chloride, the cross-linked iron
chitosan III (CH-FeCl), has been investigated as a possible chelator while taking advantage of
the adsorption power of chitosan. CH-FeCl combines the chelator properties of chitosan and
iron, without the risk of iron availability and consequent intestinal intolerance and toxicity.
This compound has been shown to reduce phosphate absorption in the intestine of diabetic
rats with hyperphosphatemia induced by diet phosphorus overload [18 - 20]. In these studies,
however, animals did not have CKD nor CKD-MBD, which limits their potential for clinical
usefulness.

Our study aimed to evaluate the power of the CH-FeCl complex as a phosphate
chelator in an experimental model of CKD with confirmed loss of renal function, that mimics

phosphate retention and hyperphostatemia secondary to CKD in humans.

Materials and methods

Animals. We used 8 to 12-week Wistar rats, weighing approximately 250 g, from a colony at
the Center for Reproductive Biology of Universidade Federal de Juiz de Fora. Animals were
housed in climate-controlled shelves at 22°C, in a 12h light/12h darkness cycle. Water and
food pellets were available ad libitum. These housing conditions and experimental procedures
follow Brazilian federal regulations (Brazilian Federal Law 11,794, October 08, 2008, and the
directives of the Brazilian Council on Animal Testing Control — CONCEA), as well as
Directive 86/609/EEC, (the 1986 European Convention for the Protection of Vertebrate
Animals Used For Experimental and other Scientific Purposes), and the Guiding Principles in
the Use of Animals in Toxicology, adopted by the American Society of Toxicology in 1989.
The experiments were carried out after protocol approval by the Universidade Federal de Juiz
de Fora Ethics Committee for Animal Research (031/2013, CEUA-UFJF).

Preparation of the CH-FeCl complex. Chitosan (240 kD, Purifarma, Sao Paulo, SP, Brazil)
was dissolved in a 0.1M Fe(NO3)3 aqueous solution (Vetec, Rio de Janeiro, SP, Brazil) over
4 hours, then precipitated with acetone, resulting in an orange precipitate, which was filtered
and washed with acetone to remove excess Fe(NO3)3, and vacuum-dried. This product was

then added to a 15% glutaraldehyde solution in acetone (Merck, Cotia, SP, Brazil) for 24h,
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filtered and washed with water to remove the excess of glutaraldehyde. The resulting polymer
was characterized according to the literature [21]. The iron content was 80 mg/g, as
determined by the spectrophotometric method using 1,10-phenanthroline as a complexing
agent and a Shimadzu UV1600 spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan). The entire
procedure was carried out at the Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI) Chemistry
Laboratory.

Experimental model and design. After a week of acclimatization, 96 rats were divided into 4
groups: control, CH-FeCl, CKD, and CKD/CH-FeCl. Uremia was induced in the CKD and
CKD/CH-FeCl groups (n = 48 animals) by feeding the animals with an adenine-enriched diet
(Pragsolugdes Biociéncias, Jau, SP). We included 0.75% adenine in the diet until week 4 to
induce CKD [22, 23]. In the next 3 weeks, we used 0.1% adenine to maintain CKD, as
previously described [24]. We added the maintenance phase [24] to the original protocol of
0.75% adenine for 4 weeks [22,23] to prevent renal function recovery that some animals may
present, according to a pilot study (data not shown), and to better mimic of CKD-MBD [24].
The control and CH-FeCl groups (n=48 animals) were fed a standard diet (Pragsolucdes
Biosciéncias, Jau, Brazil) over the entire 7 weeks of the experiment. All diets were enriched
in phosphorus (1% total phosphorus). Body weight and food intake were measured weekly.
Eight animals from each group were euthanized at the fourth, sixth and seventh weeks to
monitor disease progression. On the previous day, animals were kept in metabolic cages and
urine was collected for 24 hours. Animals were anesthetized by an intraperitoneal injection of
10 mg/kg xylazine and 90 mg/kg ketamine (Konig SA, Avellaneda, Argentina), and blood
samples were obtained by heart puncture, without evidence of significant hemolysis, followed
by diaphragm rupture [25].

Urine samples were centrifuged at 3,000 rpm for 10 minutes in a refrigerated centrifuge
(Sorvall, Suwanee, GA, USA). Blood was also centrifuged under the same conditions to
obtain the serum. Both types of samples were then stored in cryogenic tubes at -80°C (Thermo
Scientific, Suwanee, GA, USA) until further analysis.

CH-FeCl: CH-FeCl was administered daily by gavage from the third week until the end of the
study at a dosage of 30 mg/kg daily [19], whereas animals in the control and CKD groups
received gavage with a 0.9% physiological solution over the same period.

Biochemical analysis and renal function. Levels of serum and urinary creatinine, serum and
urinary phosphate, total serum calcium and total serum iron were measured with a Labmax

Progress automatic analyzer (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brazil).
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Statistical analysis. Data normality was assessed by the Shapiro-Wilk test and is presented as
mean + standard deviation. Comparison between group was performed with the Student’s t-
test, whereas comparisons of more than two groups used analysis of variance (ANOVA),
followed by the Bonferroni test. The difference was considered significant when p <0.05. All
analyses were carried out using the IBM SPSS Statistics 21 program (SPSS, Chicago, IL,
USA).

Results

Of the initial group of 96 animals, four died during the study: one from the CKD
group during the third week, one from the CH-FeCl group during the fourth week and two
from the CH-FeCl group during the sixth week. Weight, food intake and the biochemical
parameters analyzed were not affected by the use of CH-FeCl during the treatment period
(Figure 1 and Table 1).

After the introduction of adenine in the diet, we observed weight loss in the
animals and significant changes in biochemical parameters. In the CKD group, there was a
reduction in renal function, measured by increased creatinine levels at week 4 (144.98 + 22.1
vs 36.24 = 18.56 mmol/L, p=0.0001) and week 7 (83.98 + 18.56 vs 41.55 + 22.1 mmol/L;
p=0.001) compared to the control group. The urinary volume also increased (54.2 = 7.0 vs.
15.4 +£ 8.9 mL/24 h, p=0.0001) from the week 4 to week 7 (Figures 1 and 2, Table 1).

The CKD group had higher serum creatinine (p=0.001), phosphate (p=0.001),
calcium (p=0.02) and FEPi (p=0.0001) values than the control group by week 7 (Table 1).

Conversely, when we evaluated serum phosphate variation between week 4 and
week 7 in the CKD/CH-FeCl group, we observed a significant decline of 54.5% in serum
phosphate in this group (6.10 + 2.23 vs 2.78 £ 0.55 mg/dL) compared to the untreated CKD
group, which presented a 25.6 % reduction (p = 0.021, 4.75 £ 1.45 vs 3.52 + 0.74 mmol/L)
(Figure 3).

We observed that the CKD group treated with CH-FeCl had significantly lower
FEP1i values (0.71 £ 0.20 vs 0.40 = 0.16, p = 0.006) compared to the CKD group at week 7,
but there were no significant differences in renal function between the two groups (creatinine
serum: 83.98 £ 18.56 vs. 83.10 = 23.87 mmol / L, p = 0.888) (Table 1).

There was no difference in total serum iron values between groups at week 7

(Table 1).

Discussion
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Loss of renal function leads to a progressive retention of certain electrolytes, such
as phosphate. When the glomerular filtration rate is below 20 mL.min-1/1.73 m2, kidneys
increase the rate of urinary phosphate excretion, indicated by the FEP1, in order to maintain
the serum phosphate balance [26]. Thus, substances that chelate intestinal phosphate, by
reducing its absorption and bioavailability, lead to a subsequent reduction in the excretion of
urinary phosphate and FEPi [27, 28]. Although calcium-based chelators are often used in
hyperphosphatemia therapy, mainly due to their greater availability and lower cost than non-
calcium chelators, their association with high serum calcium levels and the risk of metastatic
calcification warrants the development of calcium-free chelators. On the other hand, the
available non-calcium compounds, such as sevelamer and lanthanum carbonate, also have
limitations due their high costs and absence of proved safety in long-term use [29,30]. In our
study, we demonstrated that the CH-FeCl polymer, a calcium-free, low-cost and non-
absorbable compound, significantly reduced the levels of serum phosphate in rats with CKD
induced by an adenine-enriched diet.

The drug used in our study is an association of cross-linked chitosan and Fe (III).
The cross-linking process with glutaraldehyde renders the polymer insoluble at the acidic pH
in the stomach, preventing the release of iron [20], which, as a transition metal, can establish a
strong link to phosphate. The phosphate-chelating capacity of this non-absorbable polymer
was demonstrated in previous animal and in-vitro studies, with a serum phosphate reduction
of 20-40%, without promoting changes in serum iron levels [17-20]. However, although these
animals presented elevated phosphate levels, they did not develop CKD, contrary to the
animals in our study.

Our experimental model reproduced CKD phase 4, as classified by the National
Kidney Foundation [31], with tubulointerstitial involvement, as indicated by polyuria (Figure
2). Anemia was present in animals with CKD, but serum iron levels did not change with the
introduction of the chelator, demonstrating the non-absorption of iron in the intestine.

The use of phosphate chelators is common and necessary in patients with dialytic
CKD, as diet and dialysis alone are insufficient to control hyperphosphatemia. However, the
capacity of these compounds to reduce phosphatemia is variable, with studies demonstrating a
reduction in phosphate between 20 to 50%. It is also known that, in addition to the efficacy of
the compound, the adherence of patients to the use of phosphate chelators may vary, making
maintaining phosphate homeostasis a constant challenge [32-37]. Recently, iron-based drugs

have been shown to promote greater reduction of serum phosphate levels than previously used
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chelators without causing calcium overload, making this class of drugs the target of studies to
evaluate the impact on mortality in CKD patients [38,39]. In the last week of our study,
animals with CKD treated with CH-FeCl had 19% lower serum phosphate values than
untreated CKD animals (Table 1). This difference has been considered relevant in clinical
studies, as it shows an association with improvement in mineral/bone disorder markers,
possibly reducing the risk of vascular calcification [14, 36, 37, 40, 41]. Furthermore, animals
with CKD treated with CH-FeCl also showed a significant 43% reduction in FEPi compared
to untreated CKD animals, indicating a reduction in kidney phosphate overload consistent
with lower phosphate intestinal absorption and thus, an effective phosphate chelator activity
(Table 1). At that point, it is noteworthy that the two groups presented similar levels of renal
dysfunction.

The dose CH-FeCl complex used in this study, sufficient to produce a phosphate-
chelating effect, was equivalent to approximately 2 g/day for a person with 70 kg. This is half
the usual dose for other chelators, such as sevelamer, calcium carbonate or acetate, bixalomer
and even PA21, to reduce phosphatemia [33, 34, 38]. This data is of great importance when
evaluating the treatment of patients with chronic conditions, as the possibility of reducing the
dose or number of daily pills or tablets can increase adherence to treatment and better quality
of life for patients with CKD [42,43]. However, the results obtained with this dose need to be
confirmed in larger studies in humans.

Although our study had a longitudinal design, the variables evaluated were not
collected through repeated measures in the same individual. Thus, measurements performed
in the studied groups at different times are subject to a potential interference from
heterogeneity between groups throughout follow-up. The partial recovery of renal function
observed in CKD animals, even after the modification in the original model of CKD by
introducing adenine overload and the severe bone disease induced by this model, led to
phosphate and calcium removal from the bone. This may explain the difference between
serum phosphate in CKD and CKD/CH-FeCl groups was clinically, but not statistically,
significant.

In conclusion, we showed that treatment with a low dose of the CH-FeCl polymer
had an effective phosphate chelator action by reducing intestinal phosphate absorption in
uremic rats. It would be interesting to test this compound in studies with humans to

investigate its efficacy, safety and impact on the mortality of patients with CKD.
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Figure 1. Food intake (A) and body weight (B). Treatment with complex cross-linked chitosan
iron(IIT) (CH-FeCl) did not affect any of these parameters, both in animals in the chronic kidney
disease (CKD) and control groups. In CKD groups (with or without CH-FeCl), there was a reduction
in weight gain and food intake until week 4, when animals were fed with a 0.75% adenine diet. After
week 4, with the reduction of adenine concentration to 0.1%, food intake and weight gain were
recovered compared to the control groups. Twenty-four animals were studied in each group, and 8
animals from each group were euthanized at weeks 4, 6 and 7. Values are expressed as mean = SD.
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Figure 2. Serum creatinine (A) and diuresis (B). Animals in the CKD groups presented lower renal
function (higher serum creatinine) and greater diuresis compared to those in the control groups. The
diet of the animals with CKD was enriched with 0.75% of adenine until week 4 and 0.1% of adenine
between weeks 4 and 7. Groups were composed of 24 animals, and 8 animals from each group were
euthanized at weeks 4, 6 and 7. CH-FeCl - Complex cross-linked chitosan iron (III); CKD — chronic
kidney disease. Values are expressed as mean + SD. (*CKD and CKD/CH-FeCl groups vs Control and
Control/CH-FeCl groups; p<0.0001. ** CKD vs Control, p=0,001; CKD vs Control/CHFeCl, p=0.005;
CKD vs CKD/CH-FeCl, p=0.888).
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Serum phosphate (mmol/L) Control CH-FeCl CKD CKD/CH-FeCl
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Week 4 2.29+0.23 2.45+0.1 475+ 1.45 6.10+2.23
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Figure 3. Variation of serum phosphate levels. A: Proportion of decrease in the levels of serum
phosphate between week 4 and week 7. *p=0.0001; **p=0.001; ***p=0.021 compared to the
CKD/CH-FeCl group. B: Variation of mean serum phosphate levels during the study between all
groups. Values are indicated as mean £+ SD, statistical significance p<0.05. Control: animals fed
standard diet and treated with placebo; CH-FeCl: Animals fed a standard diet and treated with cross-
linked iron chitosan III (CH-FeCl); CKD: Animals with diet-induced CKD, treated with placebo;
CKD/CH-FeCl: Animals with diet-induced CKD, treated with cross-linked iron chitosan III.



61

Table 1. Haemoglobin and biochemical data: Laboratory parameters of all groups the week 7.

Parameter letrol Control/ (_3H CIED CKD/ CE{— - P o
(n=8) -FeCl (n=8) (n=8) FeCl (n=8)

fn}l‘;fgﬁit)e 2('5?6* 220+0.13 3(')53 4* 2.78+0.55 0366 0.001  0.091

Z;f‘lh:r(“;lnmol - 2(')%37* 2.14+0.30 26?2; 2584030 0775 002 0913

z;";’}tli)‘:;;‘;i:ﬁon 062.? 6* 0.18 £ 0.13 0(':21; 0.40+£0.16 0.858 0.0001 0.006

gj‘gi;oglo})m 1‘3269* 1%‘%%* 1%211 * 986+1.68 0391 0.0001 0.821

Values are expressed as mean + SD, Student’s t-test, statistical significance p < 0.05. CKD — chronic
kidney disease; CH-FeCl - Complex cross-linked chitosan iron(IIl); * Control vs Control/CH-FeCl; **
Control vs CKD; *** CKD vs CKD/CH-FeCl.
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6.2 Artigo 2

Ac¢do de quelante a base de ferro sobre o0 FGF23 e a doenga 6ssea em ratos urémicos.

Resumo

Introdugdo: O uso de ferro (Fe) endovenoso (ev) pode associar-se a alteragdes no FGF23 e
osseas, conforme a funcao renal residual e a solugdo de Fe ev utilizado. Objetivo: Avaliar o
efeito de quelante de fosforo a base de Fe sobre o FGF23 e o metabolismo 6sseo em ratos
urémicos. Metodologia: 32 animais foram divididos em 4 grupos: controle, doenga renal
cronica (DRC), complexo quitosana-ferro III/DRC (DRC/CH-FeCl) e carbonato de
calcio/DRC (CaCO3/DRC). A DRC foi induzida através de dieta com adenina a 0,75% (4
semanas) e a 0,1% (3 semanas). Os quelantes foram administrados da 3% a 7* semana. Animais
foram submetidos a eutandsia na semana 7, para coleta de sangue (creatinina, calcio, fosforo,
FGF23), urina (creatinina, fosforo) e fémur. Resultados: O grupo DRC apresentou elevagdo
significativa da creatinina em relagdo ao controle (0,47 £+ 0,25 vs 0,95 + 0,21mg/dl; p=0,001),
hiperfosfatemia (6,82 + 0,52 vs 10,6 + 2,49mg/dl; p=0,001), elevacao da fra¢dao excretada de
fosforo (FeP) (0,2 + 0,17 vs 0,71 = 0,2; p=0,0001) e do FGF23 (7,42 + 1,96 vs 81,36 +
37,16pg/ml; p=0,011). O uso dos quelantes proporcionou reducdo expressiva da FeP
(Controle: 0,71 £ 0,20; DRC/CH-FeCl: 0,40 + 0,16; CaCO3/DRC: 0,34 + 0,15; p=0,001), sem
alteracao do FGF23. A histomorfometria mostrou uma doenga 6ssea de alta remodelacao nos
animais urémicos que nao foi alterada com o uso dos quelantes. Conclusdo: O quelante a base
de Fe reduziu a sobrecarga de fosfato, sem acarretar alteragdes no nivel sérico do FGF23 ou

doenca ossea de baixa remodelagao quando comparado ao quelante carbonato de calcio.

Introducgao:

A perda progressiva da func¢do renal leva a complicagdes metabdlicas importantes
como a retencao de fosfato, resultando em longo prazo no distirbio mineral/6sseo da doenca
renal cronica (DMO/DRC), que por sua vez tem um papel fundamental no aumento da
mortalidade cardiovascular dos pacientes urémicos (1) (2) (3) (4).

Drogas capazes de reduzir a absor¢do intestinal do fosforo sdo utilizadas na
grande maioria dos pacientes com DRC, e na atualidade as opg¢des de quelantes de fosfato
isentos de calcio vem crescendo (5) (6). No passado, o hidroxido de aluminio foi utilizado

como quelante, porém devido ao seu potencial efeito toxico ao sistema nervoso central
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(encefalopatia por aluminio) e ao osso (osteomalacia induzida pelo aluminio), fez com que
praticamente caisse em desuso (7) (8).

Quelantes a base de ferro estdo sendo langados como uma possivel opcao
terapéutica para redugdo dos niveis de fosfato sérico, sem o potencial risco das complicagdes
relacionadas a sobrecarga de calcio (9) (10) (11). Porém, em recentes publicagdes, a
suplementagdo de ferro tanto em estudos clinicos quanto experimentais demonstrou interacao
entre o ferro administrado e o metabolismo do FGF23, que ainda ndo esta totalmente
elucidada (12) (13) (14) (15). Dependendo da via de administragdo, da fun¢do renal e da
necessidade ou nao de terapia renal substitutiva, o elemento ferro poderia induzir elevagdo ou
redugdo dos niveis séricos do FGF23 com consequéncias drasticas ao metabolismo 0sseo,
como a inducao de uma doenca dssea de baixa remodelagado, representada pela osteomalacia
(16) (17) (18) (19) (20) (21).

O quelante do fosfato CH-FeCl, ¢ um polimero reticulado de quitosana que tem
como fator que potencializa seu efeito o elemento ferro na forma férrica (Fe3+). Tal
complexo, quando utilizado por via oral em baixas doses em ratos com func¢ao renal normal e
com DRC, demonstrou efeito quelante sem proporcionar depdsito de Fe nos orgaos destes
animais. Estes dados revelam sua eficdcia e seguranga, apesar de nestes estudos nao ter
ocorrido uma avaliacdo de sua acao sobre a morfologia dssea (22) (23) (24) (25).

Diante do fato, temos como objetivo neste estudo avaliar o efeito do complexo
quitosana-Ferro III reticulado (CH-FeCl) sobre o metabolismo e morfologia 6sseas em ratos,

com uremia induzida pela adenina.

Métodos

Foram seguidas todas as diretrizes internacionais, nacionais € institucionais
aplicaveis para o cuidado e uso de animais. Todos os procedimentos realizados neste estudo
estdo em conformidade com a lei federal brasileira 11.794 de 8 de outubro de 2008, de acordo
com o Conselho Nacional Brasileiro de Controle de Experimentacdo Animal, e foram
aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais de Experimentacdo da Universidade

Federal de Juiz de Fora, de acordo com o protocolo (031/2013, CEUA-UFJF).

Protocolo experimental:
Utilizamos 32 ratos Wistar de 8 a 12 semanas, pesando aproximadamente 250 g,

da coldonia no Centro de Biologia Reprodutiva da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os
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animais foram alojados em prateleiras climatizadas a temperatura de 22 °© C e em um ciclo de
12/12h de luz/escuro. Todos os animais foram alimentados com uma dieta em pellets
contendo 0,7% de célcio, 1,0% de fosfato e 22,0% de proteina (PragSolugdes Biociéncias,
Jan, Brasil). A agua e o alimento estavam disponiveis ad libitum. Apds uma semana de
aclimatagdo, os animais foram divididos em 4 grupos com animais cada: controle, DRC,
DRC/CH-FeCl e DRC/Carbonato de calcio (DRC/CaCO3). A Uremia foi induzida nos grupos
DRC, DRC/CH-FeCl e DRC CaCO3 (n = 24 animais) alimentando os animais com uma dieta
enriquecida com adenina (Pragsolu¢des Biociéncias, Jat, SP). Foi adicionado 0,75% de
adenina na dieta até a semana 4 para induzir DRC, e mantido 0,1% até o final do estudo,
totalizando 7 semanas de acompanhamento. Os animais do grupo com fun¢ao renal normal
(grupo controle; n= 08 animais) foram alimentados com uma dieta padrao (Pragsolucdes
Biociéncias, Jau, SP), por um periodo igual de 7 semanas. O peso corporal e a ingestao de
alimentos foram medidos semanalmente (figura 1).

Para avaliagdo dos parametros dindmicos da formacdo O&ssea utilizamos
oxitetraciclina (Terramicina®; Pfizer Animal Health, Nova Iorque, NY, EUA), via
intraperitoneal, na dose de 30 mg/kg como um marcador fluorescente do osso, nos dias 37,
38, 44 e 45 do protocolo. No dia anterior a eutanasia, os animais foram mantidos em gaiolas
metabolicas e a urina foi coletada em um periodo de 24 horas, para avaliacio do volume
urinario e analises bioquimicas. Os animais foram anestesiados por injecao intraperitoneal de
10 mg/kg de xilazina e 90 mg/kg de cetamina (K6nig SA, Avellaneda, Argentina), € amostras
de sangue foram obtidas por pungdo cardiaca, seguida de ruptura do diafragma. As amostras
de soro e urina coletadas foram armazenadas a - 80°C para avaliacao bioquimica posterior. Os
fémures foram removidos para histomorfometria dssea.

O CH-FeC(l foi administrado diariamente por gavagem a partir da terceira semana
até o final do estudo com uma dosagem de 30 mg/kg/dia, assim como o CaCO3 na dose de
500 mg/Kg/dia, enquanto que os animais no grupos DRC receberam, também por gavagem,

solugdo salina 0,9% durante o mesmo periodo.

Preparacao do complexo CH-FeCl.

A quitosana (240 kD, Purifarma, Sao Paulo, SP, Brasil) foi dissolvida em uma
solucao aquosa de Fe(NO3)3 a 0,IM (Vetec, Rio de Janeiro, SP, Brasil) durante 4 horas, ¢
precipitada com acetona, resultando em precipitado de cor laranja, que foi filtrado e lavado
com acetona para remover o excesso de Fe(NO3)3 e seco a vacuo. Este produto foi entdo

adicionado a uma solu¢do de glutaraldeido a 15% de acetona (Merck, Cotia, SP, Brasil) por
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24h, filtrado e lavado com agua para remover o excesso de glutaraldeido. O polimero
resultante foi caracterizado de acordo com a literatura (26). O teor de ferro foi de 80 mg/g,
conforme determinado pelo método espectrofotométrico utilizando 1,10-fenantrolina como
agente complexante e um espectrofotometro Shimadzu UV1600 (Shimadzu, Kyoto, Japao).
Todo o procedimento foi realizado no Laboratério de Quimica da Universidade do Vale do

Itajai (UNIVALI, Itajai, SC, Brasil).

Parametros avaliados:

Analise bioquimica: Os niveis de creatinina sérica e urinaria, fosfato sérico e
urinario, calcio sérico total e ferro sérico total foram medidos com um analisador automatico
Labmax Progress (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG). Os valores de PTH foram
determinados pelo ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (Rat Intact PTH ELISA Kit,
Immutopics, San Clemente, CA, EUA), assim como o nivel de FGF23 (FGF-23 ELISA Kit,
Cloud-Clone Corp., Houston, EUA).

Histomorfometria 6ssea: O fémur direito de cada animal foi removido, dissecado e separado
do tecido mole, imerso em etanol a 70% e processado como descrito anteriormente (27).
Usando um microtomo Polycut S equipado com uma lamina de carboneto de tungsténio
(Leika, Heidelberg, Alemanha), os fémures foram cortados distalmente em segdes de 5 um e
10 um de espessura. As seccdes de 5 um foram coradas com azul de toluidina a 0,1% (pH
6,4), e examinadas pelo menos duas se¢des ndo consecutivas por amostra. A secgdes de 10
um ndo foram coradas, e foram utilizadas para andlise das marcacdes pela tetraciclina,
empregando-se uma fonte de luz ultravioleta.

Os parametros estruturais, estaticos e dindmicos de formacao e reabsor¢ao Ossea
foram analisados na metafise distal (ampliagao 250x) a 195 um da cartilagem de crescimento,
num total de 30 campos, usando um analisador de imagem semi-automatico (Osteometas,
Osteometrics, Atlanta, GA, EUA).

Os parametros estruturais incluiram: volume trabecular (BV/TV, %), que ¢
volume ocupado pelo osso trabecular, mineralizado ou ndo, expresso como porcentagem do
volume ocupado pela medula e trabéculas 0sseas; numero de trabéculas (Tb.N, pm): numero
de trabéculas 6sseas por milimetro de tecido; espessura trabecular (Tb.Th, um): espessura das
trabéculas Osseas.

Os indices de formagao Ossea: espessura ostedide (O.Th, um): espessura do o0sso

ndo mineralizado (ostedide); superficie ostedide (OS/BS, %): porcentagem da superficie
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trabecular total recoberta por matriz ostedide; superficie osteoblastica (Ob.S/BS, %):
porcentagem da superficie trabecular total que apresenta osteoblastos; superficie de
mineralizante (MS/BS, %): porcentagem da superficie trabecular que apresenta dupla
marcacao pela tetraciclina; taxa de aposi¢ao mineral (MAR, pum/dia): distancia média de 4
medidas entre as 2 marcagdes com tetraciclina, dividida pelo intervalo de tempo entre a
administracao das duas doses de tetraciclina. A partir dessas medidas, utilizando a relagdo
(MAR x MS/BS) foi calculada a taxa de formagao 6ssea (BFR/BS, um3/um?2/dia ): volume de
0sso novo mineralizado, formado por unidade de superficie trabecular e por unidade de
tempo.

Os indices de reabsorcdo Ossea: superficie de reabsor¢ao (ES/BS, %):
porcentagem da superficie trabecular que apresenta lacunas de reabsor¢ao com a presenga ou
ndo de osteoclastos; superficie osteoclastica (Oc.S/BS, %): porcentagem da superficie
trabecular total que apresenta osteoclastos.

Os indices histomorfométricos foram apresentados segundo a nomenclatura
recomendada pela American Society of Bone and Mineral Research-ASBMR (28).

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Investigacdo Médica — 16
(LIM/16) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(HCFMUSP, Sao Paulo, SP, Brasil).

Andlise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média = DP ou mediana (min-max). As
comparagoes entre os grupos foram feitas utilizando o teste-t para dois grupos e Anova (post-
hoc Bonferroni) para mais de dois grupos, quando estes apresentavam distribuicao normal. E
Mann-Whitney para dois grupos e Kruskal-Wallis para mais de dois grupos, quando
apresentavam distribuicdo ndo normal. Os valores com p<0,05 foram considerados como
estatisticamente significantes. Utilizamos o programa IBM SPSS Statistics 21 (SPSS Inc.,
Chicago, USA) para todas as analises.

Resultados:

Foram utilizados 32 animais no experimento nao sendo registrada mortalidade nos

grupos estudados durante o periodo de observagao. O peso € o consumo de ra¢ao nao foram

afetados pelo o uso do CH-FeCl durante o tratamento.
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Parametros bioquimicos

A fungdo renal foi significativamente menor nos grupos com DRC induzida pela
adenina como demonstrado pelos maiores valores da creatinina sérica em relagao ao grupo
controle ao final do estudo (0,95 + 0,21 vs 0,47 + 0,25 mg/dL; p=0,001). No grupo com DRC
a elevagdo da creatinina foi associada a hiperfosfatemia (10,60 + 2,48 vs 6,82 + 0,52 mg/dL;
p=0,001) (Tabela 1).

A utilizagao dos quelantes CH-FeCl e CaCO3, por gavagem, foi capaz de reduzir
a fosfatemia, apesar da diferenca entre os grupos tratados e o grupo DRC nao ser significativa.
Por outro, lado a fragdo excretada de fosforo (FeP) nos grupos DRC/CH-FeCl e DRC/CaCO3
foi menor em relacio ao grupo DRC (DRC: 0,71 £ 0,2; DRC/CH-FeCl: 0,40 + 0,16;
DRC/CaCO3: 0,34 + 0,15; p=0,001). Ao final do estudo os niveis séricos do calcio total
foram mais elevados nos grupos com DRC, nado sofrendo influéncia pelo tratamento quelante
realizado.

Os valores da fosfatase alcalina e do FGF23 elevaram-se no grupo DRC quando
comparado ao grupo controle e mantiveram-se elevados mesmo nos grupos tratados. O PTH
apesar de mostrar valores elevados com o desenvolvimento da DRC, ndo apresentou
diferencas significativas entre os grupos. Os valores da hemoglobina em todos os grupos com
DRC foram significativamente menores em relacdo ao grupo controle, caracterizando anemia
secundaria a DRC. Por outro lado, os valores do ferro sérico nao diferiram entre os grupos

estudados (Tabela 1).

Morfometria dssea

A histomorfometria ¢ssea foi realizada em cinco animais de cada grupo. Em dois
animais do grupo de DRC houve sobreposi¢ao das marcacdes com oxitetraciclina,
comprometendo as leituras dos parametros dinamicos. Assim, consideramos 3 animais para a
avaliacdo dos parametros dinamicos de formagao 6ssea no grupo DRC.

Os parametros 0sseos estruturais nao apresentaram diferengas entre os grupos. Ao
avaliarmos os parametros de formacao e de reabsor¢ao 0ssea, observamos diferengas entre os
grupos Controle e DRC, configurando um padrdo de doenca 6ssea de alta remodelacao para o
grupo DRC com valores elevados para Espessura Ostedide (O.Th), Superficie Ostedide
(OS/BS), Superficie Osteoblastica (Ob.S/BS), Taxa de Aposicao Mineral (MAR), Taxa de
Formagio Ossea (BFR/BS), Superficie Erosada (ES/BS) e Superficie Osteoclastica

(Oc.S/BS). A utilizacao dos quelantes ndo alterou os valores dos parametros citados, exceto
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para a reducdo da O.Th no grupo DRC/CaCO3 que foi significativa quando comparado aos
grupos DRC e DRC/CH-FeCl (Tabela 2).

Discussdo:

Apo6s a inducdo da DRC através da ragdo enriquecida com adenina, os animais
apresentaram elevagdo dos niveis séricos do FGF23 e também doenca oOssea de alta
remodelagdo, reproduzindo as alteragdes clinicas do DMO/DRC como esperado. Porém, nos
grupos tratados com os quelantes CH-FeCl e CaCO3, nao observamos efeito sobre os niveis
séricos do FGF23 e da histomorfometria dssea, mostrando que neste modelo os tratamentos
com os quelantes nao influenciaram no metabolismo do FGF23.

Atualmente o Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) define o
DMO/DRC como uma sindrome que engloba as alteragdes clinicas, bioquimicas e Osseas
(29). Apesar dos marcadores bioquimicos isolados ndo serem capazes de diagnosticar o
DMO/DRC, na pratica clinica sdo utilizados de rotina, e contribuem para o diagnostico do
hiperparatireoidismo secundario a DRC (HPTS). Porém, ha de se considerar que a relagao
anteriormente utilizada entre elevados valores do PTH e o diagnostico de doenga dssea de alta
remodelagdo deve ser vista com cautela, ja que tal relacdo estd mais evidente em estagios
mais avancados da DRC, podendo inclusive coexistir doenga dssea de baixa remodelagdo com
PTH elevado (30) (31) (32). Deste modo, a biopsia Ossea continua como padrdo ouro no
diagnostico do DMO/DRC sugerido na avaliagdao laboratorial inicial. No presente estudo,
pudemos observar que os animais com DRC apresentaram padrao bioquimico sugestivo de
HPTS, com valores elevados de fosfato, fosfatase alcalina e FGF 23, quando comparado ao
grupo controle. O nivel de PTH, apesar de elevado no grupo com DRC nao foi significante,
provavelmente devido a grande variabilidade dos valores. Apds a utilizacao dos quelantes, os
parametros ndo foram alterados, exceto pela reducao da FeP, demonstrando a a¢ao quelante
do complexo sem interferéncia nos outros marcadores bioquimicos do DMO/DRC no periodo
avaliado.

Recentemente, o ferro foi descrito como potencial modulador do metabolismo do
FGF23 (33). Estudos em animais e humanos demonstram que a deficiéncia de ferro estimula a
producdo do FGF23 pelos osteocitos que por sua vez ¢ contrabalangada pela clivagem
proporcionalmente aumentada do FGF23 sintetizado pelos ostedcitos saudaveis, mantendo
assim o equilibrio entre producao e atividade biologica (34) (35). Na DRC, com a progressao

da doenca, ocorre uma aumento proporcionalmente maior dos niveis totais de FGF23 em
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relagdo aos fragmentos c-terminais (cFGF23), provavelmente devido a interferéncia negativa
da DRC sobre a clivagem do FGF23, gerando assim uma atividade bioldgica aumentada (36)
(37). Por outro lado, as consequéncias da terapia de reposigdo de ferro sobre o
comportamento do FGF23 necessita de maiores esclarecimentos. Até o momento, estudos
realizados em pacientes com DRC mostram resultados conflitantes, onde a concentragdo do
FGF23 intacto (iIFGF23) e a fragdo cFGF23 foram variaveis (38) (39) (40). No entanto, na
populagdao sem DRC crescem os relatos de casos de osteomalécia, com elevacao dos niveis do
FGF23 apo6s a terapia cronica de reposi¢ao endovenosa de ferro (18) (41) (42) (43) (44). A
formulacao do composto utilizado na ferroterapia, pode justificar em parte as discrepancias
relacionadas aos niveis do FGF23 (12). Estudos realizados com a carboximaltose férrica
endovenosa, mostraram que além de induzir a reducdo da transcricdo do FGF23, este
composto proporcionou simultaneamente reducdo da degradagdo do FGF23, tanto nos
osteocitos quanto perifericamente, gerando assim maior concentracdo do iFGF23 (12) (45).
Em relacao ao uso do ferro como quelante do fosfato, o 6xido hidréxido sucro férrico (PA21)
esta sendo utilizado como uma nova opgao, apresentando-se com poder quelante de fosfato
semelhante ao lantanio, sevelamer e carbonato de calcio, além de algumas peculiaridades em
relagdo a estes: necessidade de menor dose didria, capacidade de reducao dos niveis séricos do
FGF23, além de reducdo de calcificacdo vascular demonstrada em estudos experimentais (46)
(47) (48). Em nosso estudo, os animais com DRC apresentaram valores semelhantes do ferro
sérico quando comparados ao grupo controle, ndo havendo alteracdes significativas apos a
introducao dos quelantes. Isto demonstra a estabilidade da molécula do CH-FeCl, que mesmo
contendo ferro em sua estrutura ndo interferiu nos niveis do ferro sérico, além de apresentar
efeito quelante de fosfato e ndo proporcionar mudanga significativa nos niveis do FGF23,
correspondendo a achados semelhantes ao CaCO3 ja descritos na literatura (49) (50).

Do ponto de vista da histomorfometria 6ssea, os animais com DRC apresentaram
valores aumentados de tecido nao mineralizado (ostedide), que ¢ uma das caracteristicas
histoldgicas da osteomalécia (51) (52). No entanto, enquanto na osteomalécia, o aumento do
tecido ostedide ¢ acompanhado por diminuicao de osteoblastos, osteoclastos, taxa de aposi¢ao
mineral e taxa de formagdo Ossea, no presente estudo, todos esses parametros estiveram
aumentados, sugerindo uma doenca Ossea de alta remodelagdo. Provavelmente o modelo
experimental de DRC induzida pela adenina influenciou no metabolismo ¢sseo impedindo os
osteoblastos de aumentar a taxa de mineralizagdo da matriz organica depositada. Esta
interferéncia na mineralizacao pode ter ocorrido devido a maior perda de fosfato na urina ou

pela influéncia da adenosina, derivada da adenina, em inibir a atividade de mineralizagcdo dos
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osteoblastos (53) (54). A mesma analise histomorfométrica foi realizada nos animais com
DRC que utilizaram os quelantes ¢ ndo demonstrou alteragdes nos parametros analisados.
Com isto podemos concluir que o CH-FeCl ndo induziu doenga 6ssea de baixa remodelagdo
neste experimento, uma vez que o tratamento com os quelantes ndo reduziu o nimero de
osteoblastos e osteoclastos € nem mesmo a taxa de formagao Ossea.

Nosso estudo apresenta algumas limitagdes. O calcitriol ¢ um importante
marcador do DMO/DRC sofrendo interferéncia direta do metabolismo do FGF23 e participa
da fisiopatologia da osteomalacia, porém nao foi dosado. A ocorréncia do comprometimento
da analise dos parametros dinamicos da histomorfometria 6ssea em dois animais do grupo
DRC, também podem levar a um compromentimento da analise dos grupos que ja possuiam
um numero limitado de animais. O tempo de experimento pode ser considerado curto quando
se propdem a estudar fenomenos relacionados a DMO/DRC que normalmente surgem apds
periodos mais longos de DRC. Além disso, a ndo dosagem da ferritina e a nao coloragao para
ferro no osso podem deixar dividas sobre a baixa absorcao intestinal do elemento ferro do
complexo CH-FeCl, apesar de ja& compravada em outros estudos experimentais ja citados.
Apesar das limitagdes citadas, nosso estudo foi capaz de demonstrar um comportamento
neutro do CH-FeCl em rela¢ao aos metabolismos 6sseo e do FGF23.

Em conclusao, o tratamento com o CH-FeCl em ratos com DRC induzida pela
adenina e alimentados com uma dieta rica em fosfato, foi capaz de reduzir a absorgdo
intestinal de fosfato sem elevar o nivel sérico de ferro, ndo influenciando os valores do FGF23
e sem induzir uma doenca Ossea de baixa remodelacio como a osteomaldcia, quando
comparado ao carbonato de calcio.
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Figura 1. Desenho do estudo. DRC (doenga renal cronica), CH-FeCl (complexo quitosana Fe (lll), CaCO,
(carbonato de célcio).

Tabela 1. Dados bioquimicos e hemoglobina: Parametros laboratoriais de todos os grupos ao final do estudo.

ParArblios Controle DRC DRC/CH-FeClI DRC/CaCO,
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Creatinina sérica (mg/dL) 0,47 £ 0,25 0,95 £0,21* 0,94 + 0,27 0,87 £ 0,51
Fosfato (mg/dL) 6,82 + 0,52 10,60 + 2,48* 8,62 + 1,84 8,70 £ 1,77
Calcio sérico total (mg/dL) 8,42 +1,10 10,43 + 1,85* 10,34 + 1,21 9,38 + 1,56
Fragdo excretada de fésforo 0,20 £ 0,16 0,71 £ 0,20* 0,40 + 0,16# 0,34 +0,15%
Fosfatase alcalina (U/L) 205,75 + 62,39 561,0 + 90,9* 432,71 £ 119,39 452,87 £ 99,13
PTH (pg/mL) 183,4 1057,02 154,9 208,5
(149,9 — 611,2) (119,7 — 1535) (102,2 - 179,2) (142,3 — 438,7)
FGF23 (pg/mL) 7,42 £1,96 81,36 + 37,16 70,88 + 11,88 68,11 + 35,64
Ferro sérico total (ug/dL) 207,0 + 27,84 305,0 + 164,78 266,75 + 67,87 253,67 + 57,36
Hemoglobina (g/dL) 14,66 + 0,89 10,01 £ 0,71* 9,86 + 1,68 9,31 + 1,01

Valores descritos em méda + SD, mediana (min — max), significancia estatistica p < 0,05. DRC — doenga renal crénica;
CH-FeCl — complexo quitosana-ferro (lIl); CaCO; — carbonato de calcio. * p < 0,05 para DRC vs Controle; # p < 0,05
comparado ao grupo DRC.
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Controle DRC DRC/CH-FeCl DRC/CaCO,
Parametros estruturais
Volume Trabecular (BV/TV, %) 22,64 + 3,71 25,69 + 15,83 15,25 + 1,68 19,04 + 11,09
Numero de Trabeculas (Tb.N, mm) 4,20 +0,35 4,46 +2,48 3,20 £ 0,64 3,32 +2,03
Espessura Trabecular (Tb.Th, um) 54,03 + 8,57 57,78 + 17,92 51,15 + 15,22 59,63 + 7,89

Separagao Trabecular (Tb.Sp, um)

Parametros de formagdo 6ssea
Espessura Osteoide (O.Th, ym)

Superficie Osteoide (OS/BS, %)
Superficie Osteoblastica (Ob.S/BS, %)
Superficie de Mineralizagao (MS/BS, %)
Taxa de Aposigao Mineral (MAR, pm/dia)

Taxa de Formagado Ossea (BFR/BS,
um3/um?2/dia)

Parametros de reabsorgao 6ssea

Superficie Erosada (ES/BS, %)

Superficie Osteoclastica (Oc.S/BS, %)

185,25 + 18,63

0,97
(0,49 — 1,46)

1,87 £1,13
1,71 £0,97
1,58 £0,77
0,37 £0,20

0,01
(0,0-0,01)

3,67 +0,91

1,09
(0,32 - 1,13)

265,23 + 229,92

4,99*
(2,63 - 25,68)

33,20 + 21,33*
22,79 £ 11,67*
2,59 +0,86
1,32 + 0,66*

0,03
(0,02 - 0,04)

14,20 + 7,42

5,32*
(0,34 - 7,19)

273,53 + 63,53

3,47
(1,61 -4,11)

21,39 £9,27
17,10 £ 8,21
3,96 + 1,45
0,57 £ 0,25

0,03
(0,01 - 0,03)

12,75 £ 5,32

5,29
(1,05 - 6,07)

332,35 + 200,79

1,84 #
(1,40 — 2,41)

13,81 £ 10,43
11,76 + 9,18
6,59 * 3,38
0,51 £0,24

0,03
(0,01 - 0,06)

12,73 + 4,66

3,32
(1,53 - 5,58)

Valores descritos em médica + SD, mediana (min — max), significancia estatistica p < 0,05. DRC — doenca renal cronica; CH-FeCl
— complexo quitosana-ferro (lll); CaCO; — carbonato de calcio. * p < 0,05 DRC vs Controle; # p < 0.05 comparado ao grupo DRC.
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CONCLUSAO:

Observarmos que o modelo animal utilizado foi capaz de reproduzir a DRC com

manuten¢do da disfuncao renal até o final do periodo do experimento.

Paralelamente a disfungdo renal, os animais com DRC apresentaram anemia,
elevacao do FGF23, da fosfatase alcalina e hiperfosfatemia. O paratorménio (PTH) elevou-se,
porém devido a grande variabilidade entre os valores registrados, a diferenca entre os grupos

nao foi significativa.

A introducdo do quelante QTS-Fe(III) insoluvel proporcionou reducdo da fracao
de excre¢ao urinaria de fosforo, ndo interferindo nos valores do ferro sérico, demonstrando

acdo quelante sem evidencia de sobrecarga de ferro.

O efeito quelante da QTS-Fe(Ill) insoluvel proporcionou efeito quelente de

fosforo semelhante ao do carbonato de calcio.

O quelente utilizados nao alteraram os valores séricos do FGF23. O paratormodnio
(PTH) elevou-se, porém a diferenca entre os grupos nao foi significativa, provavelmente

devido a grande variabilidade dos valores .

Do ponto de vista da ODR, os animais com DRC desenvolveram um padrdo de
doenca oOssea de alto turnover, que nao foi modificado pela acdo quelante dos dois compostos

testados, no periodo avaliado.

Estes resultados corroboram para a acdo da QTS-Fe(Ill) insoluvel como um

potencial quelante de fosfato ndo calcico.
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Abstract: Phosphate retention and hyperphosphataemia are associated with increased mortality in patients with chronic kidney
disease (CKD). We tested the use of cross-linked iron chitosan III (CH-FeCl) as a potential phosphate chelator in rats with
CKD. We evaluated 96 animals, divided equally into four groups (control, CKD, CH-FeCl and CKD/CH-FeCl), over 7 weeks.
We induced CKD by feeding animals an adenine-enriched diet (0.75% in the first 4 weeks and 0.1% in the following 3 weeks).
We administered 30 mg/kg daily of the test polymer, by gavage, from the third week until the end of the study. All animals
received a diet supplemented with 1% phosphorus. Uraemia was confirmed by the increase in serum creatinine in week 4
(36.24 £ 18.56 versus 14498 + 22.1 pmol/L; p = 0.0001) and week 7 (41.55 &+ 22.1 versus 83.98 £ 18.56 pumol/L;
p = 0.001) in CKD animals. Rats from the CKD group treated with CH-FeCl had a 54.5% reduction in serum phosphate
(6.10 £ 2.23 versus 2.78 £ 0.55 mmol/L) compared to a reduction of 25.6% in the untreated CKD group (4.75 + 1.45 versus
3.52 + 0.74 mmol/L, p = 0.021), between week 4 and week 7. At week 7, renal function in both CKD groups was similar
(serum creatinine: 83.98 + 18.56 versus 83.10 £ 23.87 pmol/L, p = 0.888); however, the CH-FeCl-treated rats had a reduction
in phosphate overload measured by fractional phosphate excretion (FEPi) (0.71 %+ 0.2 versus 0.4 & 0.16, p = 0.006) compared

to the untreated CKD group. Our study demonstrated that CH-FeCl had an efficient chelating action on phosphate.

Approximately 70% of patients with chronic kidney disease
(CKD) have impaired phosphorus metabolism, which con-
tributes to high cardiovascular mortality in this population
[1,2]. As kidney dysfunction progresses and renal phosphate
excretion is impaired, fractional excretion of phosphate (FEPi)
and fibroblast growth factor 23 (FGF23) increase at early
phases of CKD, while phosphataemia and parathyroid hor-
mone (PTH) levels are elevated at later stages. These changes
have been recognized as the most common indicators of min-
eral-bone disorder that is associated with CKD (CKD-MBD)
[3-6]. The current treatment approach aims to reduce the
phosphate overload through dietary restriction and the use of
substances with phosphate-chelating power in the intestinal
[4,7]. although
widely used, have been progressively replaced by non-calcium

tract Calcium-based phosphate chelators,
chelators, such as sevelamer and lanthanum, due to their asso-
ciated increased risk of vascular calcification [8—13]. Recently,
the emergence of novel alternatives, such as iron-based chela-
tors, that is, ferric citrate and sucroferric oxidation (PA21),
has expanded the treatment options for CKD-MBD [14-17].

A new insoluble complex of chitosan and iron (IIT) chloride,
the cross-linked iron chitosan III (CH-FeCl), has been investi-
gated as a possible chelator with the advantages of the

Author for correspondence: Helady Sanders-Pinheiro, Rua Benjamin
Constant, 1044/1001, Juiz de Fora, Minas Gerais 36015-400, Brazil
(e-mail heladysanders@gmail.com).

adsorption power of chitosan. CH-FeCl combines the chelation
properties of chitosan and iron, without the risk of increased
iron availability and consequent toxicity. This compound has
been shown to reduce phosphate absorption in the intestine of
diabetic rats with hyperphosphataemia induced by diet phos-
phorus overload [18-20]. However, in those studies, the ani-
mals did not have CKD or CKD-MBD, which limits the
clinical usefulness of the results.

Our study aimed to evaluate the power of the CH-FeCl
complex as a phosphate chelator in an experimental model of
CKD with confirmed loss of renal function that mimics phos-
phate retention and hyperphosphataemia secondary to CKD in
human beings.

Materials and methods

Animals. We used 8- to 12-week-old Wistar rats, weighing
approximately 250 g, from a colony at the Center for Reproductive
Biology of Universidade Federal de Juiz de Fora. Animals were
housed in climate-controlled shelves at 22°C, in a 12-hr light/12-hr
dark cycle. Water and food pellets were available ad libitum. These
housing conditions and experimental procedures were in accordance
with Brazilian federal regulations (Brazilian Federal Law 11,794, 8
October 2008, and the directives of the Brazilian Council on Animal
Testing Control — CONCEA), as well as Directive 86/609/EEC (the
1986 European Convention for the Protection of Vertebrate Animals
Used For Experimental and other Scientific Purposes), and the
Guiding Principles in the Use of Animals in Toxicology, adopted by
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the American Society of Toxicology in 1989. The experiments were
carried out after protocol approval by the Universidade Federal de Juiz
de Fora Ethics Committee for Animal Research (031/2013, CEUA-
UFJF).

Preparation of the CH-FeCl complex. Chitosan (240 kD, Purifarma,
Sao Paulo, SP, Brazil) was dissolved in a 0.1M Fe(NOj); aqueous
solution (Vetec, Rio de Janeiro, SP, Brazil) over 4 hr, then
precipitated with acetone, resulting in an orange precipitate, which
was filtered and washed with acetone to remove excess Fe(NOs)s, and
vacuum-dried. This product was then added to a 15% glutaraldehyde
solution in acetone (Merck, Cotia, SP, Brazil) for 24 hr, filtered and
washed with water to remove excess glutaraldehyde. The resulting
polymer was characterized according to the literature [21]. The iron
content was 80 mg/g, as determined by the spectrophotometric method
with 1,10-phenanthroline as a complexing agent and a Shimadzu
UV1600 spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan). The entire
procedure was carried out at the Universidade do Vale do Itajai
(UNIVALI) Chemistry Laboratory.

Experimental model and design. After a week of acclimatization, 96
rats were divided into four groups: control, CH-FeCl, CKD and CKD/
CH-FeCl. Uraemia was induced in the CKD and CKD/CH-FeCl
groups (n = 48 animals) by feeding the animals an adenine-enriched
diet (Pragsolugoes Biociéncias, Jad, SP). We included 0.75% adenine
in the diet until week 4 to induce CKD [22,23]. In the next 3 weeks,
we used 0.1% adenine to maintain CKD, as previously described [24].
We added the maintenance phase [24] to the original protocol of
0.75% adenine for 4 weeks [22,23] in order to prevent renal function
recovery that can occur in some animals according to a pilot study
(data not shown), and to better mimic CKD-MBD [24]. The control
and CH-FeCl groups (n =48 animals) were fed a standard diet
(Pragsolugoes Biosciéncias, Jau, Brazil) over the entire 7 weeks of the
experiment. All diets were enriched in phosphorus (1% total
phosphorus). Body-weight and food intake were measured weekly.

Eight animals from each group were killed at the fourth, sixth and
seventh weeks to monitor disease progression. On the previous day,
animals were kept in metabolic cages and urine was collected for
24 hr. Animals were anaesthetized by an intraperitoneal injection of
10 mg/kg xylazine and 90 mg/kg ketamine (Konig SA, Avellaneda,
Argentina), and blood samples were obtained by heart puncture, with-
out evidence of significant haemolysis, followed by diaphragm rupture
[25].

Urine samples were centrifuged at 3000 g for 10 min. in a refriger-
ated centrifuge (Sorvall, Suwanee, GA, USA). Blood was also cen-
trifuged under the same conditions to obtain the serum. Both types of
samples were then stored in cryogenic tubes at —80°C (Thermo Scien-
tific, Suwanee, GA, USA) until further analysis.

CH-FeCl: CH-FeCl was administered daily by gavage from the third
week until the end of the study at a dosage of 30 mg/kg daily [19],
whereas animals in the control and CKD groups received gavage with
a 0.9% NaCl physiological solution over the same period.

Biochemical analysis and renal function. Levels of serum and urinary
creatinine, serum and urinary phosphate, total serum calcium and total
serum iron were measured with a Labmax Progress automatic analyser
(Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brazil).

Statistical analysis. Data normality was assessed by the Shapiro-Wilk
test and is presented as mean =+ standard deviation. Comparison
between groups was performed with Student’s r-test, whereas the
analysis of variance (anova) was used for comparisons of more than
two groups, followed by the Bonferroni test. The difference was
considered significant when p < 0.05. All analyses were carried out
with the IBM SPSS Statistics 21 program (SPSS, Chicago, IL, USA).

Results

Of the initial group of 96 animals, four died during the study:
one from the CKD group during the third week, one from the
CH-FeCl group during the fourth week and two from the CH-
FeCl group during the sixth week. Weight, food intake and
the biochemical parameters analysed were not affected by the
use of CH-FeCl during the treatment period (fig. 1 and
table 1).

After the introduction of adenine into the diet, we observed
weight loss in the animals and significant changes in biochemi-
cal parameters. In the CKD group, there was a reduction in renal
function, measured by increased creatinine levels at week 4
(14498 £ 22.1 versus 36.24 £+ 18.56 umol/L, p = 0.0001)
and week 7 (83.98 + 18.56 versus 41.55 4+ 22.1 umol/L;
p = 0.001) compared to the control group. The urinary
volume also increased (54.2 £ 7.0 versus 15.4 £+ 8.9 mL/
24 hr, p = 0.0001) from week 4 to week 7 (figs 1 and 2,
table 1).

Serum creatinine (p = 0.001), phosphate (p = 0.001), cal-
cium (p = 0.02) and FEPi (p = 0.0001) values were higher in
the CKD group than in the control group by week 7 (table 1).

Conversely, when we evaluated serum phosphate variation
between week 4 and week 7 in the CKD/CH-FeCl group, we
observed a significant decline in serum phosphate of 54.5% in
this group (6.10 £ 2.23 versus 2.78 £ 0.55 mmol/L) com-
pared to the untreated CKD group, which showed a 25.6%
reduction (p = 0.021; 4.75 £+ 1.45 versus 3.52 + 0.74 mmol/

L) (fig. 3).
We observed that the CKD group treated with CH-FeCl had
significantly lower FEPi values (0.71 & 0.20 versus

0.40 £ 0.16, p = 0.006) compared to those of the CKD group
at week 7; however, there were no significant differences in
renal function between the two groups (serum creatinine:
83.98 + 18.56 83.10 £ 23.87 umol/L, p = 0.888)
(table 1).

There was no difference in total serum iron values between
the groups at week 7 (table 1).

versus

Discussion

Loss of renal function leads to the progressive retention of
certain electrolytes, such as phosphate. When the glomerular
filtration rate is below 20 mL/min./1.73 m? kidneys increase
the rate of urinary phosphate excretion, indicated by FEPi, to
maintain the serum phosphate balance [26]. Thus, substances
that chelate intestinal phosphate, by reducing its absorption
and bioavailability, lead to a subsequent reduction in the
excretion of urinary phosphate and FEPi [27,28]. Although
calcium-based chelators are often used in hyperphosphataemia
therapy, mainly due to their greater availability and lower cost
compared to non-calcium chelators, their association with high
serum calcium levels and the risk of metastatic calcification
warrants the development of calcium-free chelators. On the
other hand, the available non-calcium compounds, such as
sevelamer and lanthanum carbonate, also have limitations due
their high costs and the absence of proven safety in long-term
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Fig. 1. Food intake (A) and body-weight (B). Treatment with the cross-linked iron chitosan III (CH-FeCl) complex did not affect any of these
parameters, either in the animals in the chronic kidney disease (CKD) or those in the control groups. In the CKD groups (with or without CH-
FeCl), there was a reduction in weight gain and food intake until week 4, during which time the animals were fed with a 0.75% adenine diet. After
week 4, with the reduction in the adenine concentration to 0.1%, food intake and weight gain were recovered in the CKD groups compared to the
control groups. Twenty-four animals were studied in each group, and eight animals from each group were killed at weeks 4, 6 and 7. Values are
expressed as mean + S.D.

Table 1.
Haemoglobin and biochemical data: Laboratory parameters of the uraemic and non-uraemic rats treated and not treated with CH-FeCl at the end of
7 weeks.

Control Control/CH-FeCl CKD/CH-FeCl
Parameter (n=28) (n=28) CKD (n = 8) (n=28) pl 172 ]73
Serum creatinine (pmol/L) 41.55 £ 22.1 48.62 + 22.98 83.98 + 18.56 83.10 + 23.87 0.517 0.001  0.888
Phosphate (mmol/L) 2.20 £ 0.16 220 £ 0.13 352 +£0.74 2.78 £ 0.55 0.366 0.001  0.091
Total serum calcium (mmol/L) 2.10 £ 0.27 2.14 £ 0.30 2.60 £ 0.46 2.58 £ 0.30 0.775 0.02 0913
Fractional excretion of 0.20 £ 0.16 0.18 £ 0.13 0.71 £ 0.20 0.40 £ 0.16 0.858 0.0001 0.006
phosphorus
Haemoglobin (g/dL) 14.66 + 0.89 15.00 + 0.59 10.01 £ 0.71 9.86 + 1.68 0.391 0.0001 0.821
Total serum iron (pmol/L) 37.05 + 4.98 40.42 £ 6.02 54.59 + 29.49 47.74 £ 12.15 0.321 0.383  0.683

Values are expressed as mean + S.D., with Student’s r-test, with statistical significance set at p < 0.05. CKD, chronic kidney disease; CH-FeCl,

cross-linked iron chitosan III complex.
'Control versus Control/CH-FeCl.
2Control versus CKD.

*CKD versus CKD/CH-FeCl.

use [29,30]. In our study, we demonstrated that the CH-FeCl
polymer, a calcium-free, low-cost, and non-absorbable com-
pound, significantly reduced the levels of serum phosphate in
rats with CKD induced by an adenine-enriched diet.

The drug used in our study is a complex of cross-linked
chitosan and Fe (III). The cross-linking process with glu-
taraldehyde renders the polymer insoluble at the acidic pH in
the stomach, preventing the release of iron [20], which, as a
transition metal, can establish a strong link to phosphate. The
phosphate-chelating capacity of this non-absorbable polymer
was demonstrated in previous animal and in vitro studies, with
a serum phosphate reduction of 20%—40%, without promoting
changes in serum iron levels [17-20]. However, although
these animals presented elevated phosphate levels, they did
not develop CKD, contrary to the animals in our study.

Our experimental model reproduced CKD phase 4, as clas-
sified by the National Kidney Foundation [31], with tubuloint-
erstitial involvement, as indicated by polyuria (fig. 2).

Anaemia was present in the animals with CKD, but serum
iron levels did not change with the introduction of the chela-
tor, demonstrating the non-absorption of iron in the intestine.
The use of phosphate chelators is common and necessary in
patients with dialytic CKD, as diet and dialysis alone are
insufficient to control hyperphosphataemia. However, the
capacity of these compounds to reduce phosphataemia is vari-
able, with studies demonstrating a reduction in phosphate
between 20% and 50%. In addition to the differing efficacies
of the compounds, the adherence of patients to the use of
phosphate chelators is also known to vary, making the mainte-
nance of phosphate homoeostasis a constant challenge [32—
37]. Recently, iron-based drugs have been shown to promote a
greater reduction in serum phosphate levels than the previ-
ously used chelators without causing calcium overload, mak-
ing this class of drugs the target of studies to evaluate the
impact on mortality in patients with CKD [38,39]. In the last
week of our study, animals with CKD treated with CH-FeCl
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Fig. 2. Serum creatinine (A) and diuresis (B). Animals in the CKD groups presented with decreased renal function (higher serum creatinine) and
greater diuresis compared to those in the control groups. The diet of the animals with CKD was enriched with 0.75% of adenine until week 4 and
0.1% of adenine between weeks 4 and 7. Groups were composed of 24 animals, and eight animals from each group were killed at weeks 4, 6 and
7. CH-FeCl, cross-linked iron chitosan III complex; CKD, chronic kidney disease. Values are expressed as mean £+ S.D. (*CKD and CKD/CH-
FeCl groups versus Control and Control/CH-FeCl groups; p < 0.0001. **CKD versus Control, p = 0.001; CKD versus Control/CH-FeCl,

p = 0.005; CKD versus CKD/CH-FeCl, p = 0.888).
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(mmol/L) (n=8) (n=8) (n=28) FeCl (n=8)
Week 4 2294023 245+0.1 475+145  6.10+223
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Fig. 3. Variation in serum phosphate levels. (A) Proportion of the
decrease in the levels of serum phosphate between week 4 and week
7. *p = 0.0001; **p = 0.001; ***p = 0.021, compared to the CKD/
CH-FeCl group. (B) Variation in mean serum phosphate levels during
the study between all groups. Values are expressed as mean = S.D.,
with statistical significance set at p < 0.05. Control: animals fed stan-
dard diet and treated with placebo; CH-FeCl: animals fed a standard
diet and treated with cross-linked iron chitosan III (CH-FeCl); CKD:
animals with diet-induced CKD, treated with placebo; CKD/CH-FeCl:
animals with diet-induced CKD, treated with cross-linked iron chi-
tosan III.

had 19% lower serum phosphate values than untreated CKD
animals (table 1). This difference has been considered relevant
in clinical studies, as it shows an association with improve-
ment in CKD-MBD markers, possibly reducing the risk of
vascular calcification [14,36,37,40,41]. Furthermore, in the
present study, the animals with CKD treated with CH-FeCl
also showed a significant 43% reduction in FEPi compared to

untreated CKD animals, indicating a reduction in kidney phos-
phate overload consistent with lower phosphate intestinal
absorption and therefore, effective phosphate chelator activity
(table 1). Notably, the two groups presented with similar
levels of renal dysfunction.

The dose of CH-FeCl complex used in this study that was
sufficient to produce a phosphate-chelating effect was equiva-
lent to approximately 2 g/day for a person weighing 70 kg.
This is half the typical dose of other chelators, such as seve-
lamer, calcium carbonate or acetate, bixalomer, and even
PA21, used to reduce phosphataemia [33,34,38]. These data
are of great importance when evaluating the treatment of
patients with chronic conditions, as the possibility of reducing
the dose or number of daily pills or tablets can increase adher-
ence to treatment and improve quality of life in patients with
CKD [42,43]. However, the results obtained with this dose
need to be confirmed in larger studies in human beings.

Although our study had a longitudinal design, the variables
evaluated were not collected through repeated measures in the
same individual. Thus, the measurements performed in the
studied groups at different times are subject to a potential
interference from between-group heterogeneity throughout the
follow-up. The partial recovery of renal function that was
observed in CKD animals, even after the modification of the
original CKD model by introducing adenine overload and the
severe bone disease induced by this model, led to phosphate
and calcium removal from the bone. This may explain why
the difference in the serum phosphate levels between the CKD
and CKD/CH-FeCl groups was clinically but not statistically
significant.

In conclusion, we showed that treatment with a low dose of
the CH-FeCl polymer had an effective phosphate chelation
action by reducing intestinal phosphate absorption in uraemic
rats. It would be interesting to test this compound in studies
with human beings to investigate its efficacy, safety and
impact on mortality in patients with CKD.
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